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de  diferentes  poblaciones  de  células  NK  humanas.  Efectos  antitumorales  y  papel  de  la 
señalización BMP2/4” (SAF2012‐33180) e “Implicación de la ruta de señalización BMP2/4 en la 
biología  de  las  células  NK  humanas.  BMPRIA  como  nuevo marcador  de  la  diferenciación  y 





























































IP‐10    interferon gamma‐induced protein 10   
I‐Smad    Smad inhibidora, del inglés inhibitory Smads 































































































3. OBTENCIÓN  DE  SUSPENSIONES  ENRIQUECIDAS  EN  DIFERENTES  POBLACIONES
CELULARES TÍMICAS





















































1.1    Precursores  tímicos  humanos  expresan  componentes  de  la  vía  canónica  de 
señalización BMP. 
1.2 BMP4  bloquea  la  diferenciación  de  precursores  CD34+  intratímicos  hacia  el  
linaje T  
1.3 Progenitores  CD34+CD1a‐BMPRIA+  presentan  características  típicas  de  progenitores 
de células NK  
1.4 Los precursores CD34+CD1a‐BMPRIA+  diferencian principalmente a células NK  





1.6.2 El  bloqueo  de  la  señalización    BMP  inhibe  la  diferenciación  de  las  células  NK  
intratímicas  






























1.6.4 BMP4  es  necesario  para  la  adquisición  de  las  propiedades  funcionales  de  las    
células NK  
1.7  BMP4 e IL‐15 cooperan en la diferenciación de las células NK intratímicas  
1.7.1 IL‐15  promueve  la  señalización  BMP  durante  la  diferenciación  de  células  NK  
intratímicas  
1.7.2 BMP4  actúa  en  estadios  tempranos  de  la  diferenciación  de  NK  
intratímicas  
2. ESTADIOS  FENOTÍPICOS  Y  FUNCIONALES  DE  LA  DIFERENCIACIÓN  INTRATÍMICA  DE
CÉLULAS NK
2.1 Las  células  NK  intratímicas  se  localizan  principalmente  en  el  compartimento  
medular  






2.5 Las células NK  intratímicas presentan características diferentes de  las células NK de 
sangre periférica  
2.6 Las  células  NK  intratímicas  expresan  basalmente  bajos  niveles  de  granzima  y  
perforina  


































3.6 La  señalización  BMP  es  necesaria  para  la  completa  funcionalidad  de  las  
células NK 





















































actividad  citotóxica  espontánea  antitumoral  en  el  bazo  de  ratones  no manipulados  y  en  la 
sangre  periférica  de  individuos  humanos  sanos.  Las  células  responsables  de  esta  actividad 
fueron posteriormente  identificadas y denominadas natural killer (NK) cells o células asesinas 
naturales 1‐6. Esta subpoblación de linfocitos se distinguía de las subpoblaciones de células T y 
de  células  B  debido  a  la  ausencia  del  reordenamiento  de  genes  específicos  para  el 
reconocimiento de antígeno, por  lo que  fueron  clasificadas en el  sistema  inmune  innato  6,7. 
Desde entonces, se han hecho avances muy significativos en el conocimiento de la biología de 
esta  población,  y  debido  a  sus  propiedades  así  como  a  sus  características  funcionales, 




de  transcripción  ID2  9.  Entre  sus  capacidades  funcionales  se  encuentra  la  protección 
antimicrobiana  y  antitumoral  así  como  su  capacidad  de    inmunomodulación  a  través  de  la 
producción de citoquinas y quimioquinas solubles 10.  
En humano,  son definidas por  la expresión de CD56  y por  la ausencia del marcador de 
células T CD3. Representan en torno al 10‐15% de los linfocitos de sangre periférica, y pueden 
ser  subdivididas  en  dos  subpoblaciones  principales:  una  minoritaria  de  células  NK 
CD56brightCD16‐ con escasa capacidad citotóxica y alta capacidad de producir  citocinas, y una 
mayoritaria  que  incluye  células  NK  CD56lowCD16+  con  alta  capacidad  citotóxica  y  menor 
capacidad productora de  citocinas  11‐15. Sin embargo, actualmente  se  sabe que esta división 
funcional no es tan sencilla puesto que es claramente dependiente del ambiente y del estímulo 
de activación. 
La  actividad  de  las  células  NK  está  controlada  por  un  complejo  balance  entre  señales 
activadoras e inhibidoras desencadenadas por la unión de distintos ligandos con distintos tipos 
de receptores.  El descubrimiento de la existencia de estas señales supuso un gran avance en el 
entendimiento  de  la  biología  y  la  función  de  estas  células. Actualmente  se  conoce  que  las 
células  NK  expresan  distintos  tipos  de  receptores  activadores  e  inhibidores,  capaces  de 
reconocer y unirse a moléculas de clase I del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC‐I) o 









En 1990 Ljunggren and Kärre describieron  la capacidad de  las células NK de  lisar células 
diana  que  no  expresaban  MHC  y  formularon  la  hipótesis  denominada  missing  self,  que 




En  humanos,  entre  los  diferentes  receptores  inhibidores  podemos  encontrar  aquellos 
pertenecientes  a  la  superfamilia  de  las  inmunoglobulinas  KIR,  que  reconocen  antígenos 
leucocitarios  humanos  de  clase  I  (HLA‐I)  HLA‐A,  ‐B,  ‐C.  Estos  receptores  constan  de  varios 
dominios,  siendo  el  dominio  extracelular  el  que  determina  la  molécula  HLA‐I  que  va  a 
reconocer,  y  el  dominio  intracitoplásmico  el  que  determina  el  tipo  de  señal,  activadora  o 
inhibidora, que va a transmitir. De esta forma,  los receptores KIR  inhibidores poseen motivos 
ITIM, los cuales tras fosforilación reclutan tirosina‐fosfatasas como SHP‐1 y SHP‐2 que inhiben 
la  activación  celular  17‐20.  Asimismo,  NKG2A  es  un  receptor  inhibidor  heteromérico 





de  estas  células,  con  el  fin  de  formar  un  repertorio  de  células  NK  capaces  de  identificar 
rápidamente cambios en la expresión de moléculas MHC‐I 18,21,22. 
Sin embargo, no todos  los receptores  inhibidores unen moléculas MHC, sino que existen 










Las  células  NK  expresan  además  una  gran  diversidad  de  receptores  activadores,  que 
pueden   desencadenar tanto el programa citolítico como  la secreción de factores solubles 20. 
Algunos de estos receptores activadores inician vías de señalización dependientes de tirosina‐
quinasa  a  través  de  asociaciones  no  covalentes  con  proteínas  adaptadoras  que  contienen 
motivos activadores  ITAM  17,20,23. De esta  forma,  receptores KIR activadores, como KIR2DS o 
KIR3DS, NKp44 o NKG2C se acoplan al adaptador DAP12, mientras que CD16 o los receptores 
de citotoxicidad natural (NCRs) NKp46 y NKp30 se asocian con las proteínas FcRγ o CD3ζ 17,23,24. 
La  fosforilación  de  los  motivos  ITAM  conduce  al  reclutamiento  y  activación  de  tirosina‐
quinasas como Syk o ZAP‐70, miembros de la familia Syk 17,20,23 (Figura 1A).  










miembros  de  la  familia  de  proteínas  de  unión  a UL16, ULBP1‐6  18,27.  En  cambio,  los NCRs, 










El  hecho  de  que  los  receptores  activadores  de  las  células  NK  interaccionen  con  sus 
respectivos  ligandos no  se  traduce directamente en  la  lisis de  las  células diana, puesto que 
estas  células blanco puede estar protegidas por  la expresión de moléculas HLA‐I específicas 
que interaccionan con los receptores inhibidores de las células NK, siendo éste un importante 
mecanismo de control para evitar  la activación  innecesaria de  las mismas. Sin embargo,    las 
células  infectadas por virus o  las células tumorales pueden perder  la expresión de moléculas 
HLA‐I e incrementar la expresión de ligandos para los receptores activadores de las células NK, 
convirtiéndose  en  células  susceptibles  a  la  lisis.  Por  tanto,  es  el  balance  entre  las  señales 
activadoras e inhibidoras el que determina la activación o no de las mismas , lo que se traduce 
en  la  producción  de  citoquinas  y  otros  factores,  y  desencadena  la  apoptosis  de  las  células 
blanco 8,26 (Figura 1B).  
Respecto a  la producción de factores solubles,  las células NK una vez activadas producen 





























































por  las células diana  (B) balance entre señales activadoras e  inhibidoras que determinan  la activación 
(derecha) o no (izquierda) de  las células NK. Los  ligandos y receptores activadores están representados 







diferentes quimioquinas    como   CCL2  (MCP1), CCL3  (MIP1α), CCL4  (MIP1β), CCL5  (RANTES), 
XCL1, o  CXCL8 (IL‐8) 28. 
Por otra parte, las células NK son capaces de inducir la lisis de las células blanco, siendo el 
principal mecanismo de este proceso  la  liberación del  contenido de  los gránulos  citotóxicos 
29,30. Los gránulos contienen moléculas  líticas como  las  serín‐proteasas  llamadas granzimas y 
las  granulolisinas  31, que  alcanzan  el  citoplasma de  la  célula diana mediante un mecanismo 
mediado por  la perforina contenida en  los mismos  32. Una vez en el  interior de  la célula,  las 
granzimas  y  las  granulolisinas  inducen  la  apoptosis  de  estas  células  activando mecanismos 






de  la  célula blanco  también puede  ser mediada a  través de  los denominados  receptores de 
muerte  celular,  los  cuales  pertenecen  a  la  familia  de  receptores  de  TNF  29,30,36.  Entre  estos 
receptores destacan  FasL,  cuya unión  con  su  ligando  Fas  juega un papel  fundamental en  la 




El  desarrollo  de  las  células  NK  ocurre  a  través  de  una  serie  de  pasos  coordinados  de 







encontradas en sangre periférica y en    tejidos extramedulares  42‐46. De esta  forma, múltiples 
evidencias,  que  serán  comentadas  posteriormente,  apoyan  un  modelo  en  el  que  los 





movilizarse  a  tejidos  extramedulares  donde  bajo  diferentes  ambientes  generan 
subpoblaciones de células NK funcionalmente distintas y específicas de tejido 10,38,47,48.     
Aunque se ha avanzado mucho en el conocimiento de  la diferenciación de este  linaje,  lo 
cierto  es  que  no  hay  un  consenso  formal  de  cómo  deben  de  ser  definidos  los  diferentes 
estadios  de  diferenciación.  Asimismo,  existe  una  amplia  disparidad  en  los  diferentes 




NK en órganos  linfoides secundarios basándose en  la expresión de CD34, CD117, y CD94:  (i) 
estadio  1  o  pro‐NK,  células  CD34+CD117‐CD94‐,  (ii)  estadio  2    o  pre‐NK,  células 
CD34+CD117+CD94‐,  (iii) estadio 3 o NK  inmaduras  (NKinm),   células CD34‐CD117+CD94‐ y  (iv) 
estadio 4,   células CD34‐CD117+/‐CD94+  . A medida que estas células diferencian adquieren  la 
expresión de CD56 hasta alcanzar en el estadio 4 un fenotipo CD56bright 43. 
A  partir  de  este  trabajo,  Eissens  y  col  50  han  descrito  recientemente  una  secuencia 
completa  de  diferenciación  similar  en  la  médula  ósea.  Basándose  en  la  expresión  de 
CD34,CD117,CD56 y CD94, estos autores establecen  siete estadios de diferenciación definidos 
de la siguiente manera: (i) estadio 1, precursores multipotentes CD34+CD117‐CD56‐CD94‐, (ii) la 
adquisición de CD117 da  lugar al estadio 2, CD34+CD117+CD56‐CD94‐;  (iii) posteriormente  se 
pierde  la expresión de CD34 en el estadio 3a, CD34‐CD117+CD56‐CD94‐,   con  la consecuente 
restricción del potencial de diferenciación y (iv) el compromiso con el  linaje NK a través de  la 
adquisición de CD56 en el estadio 3b, CD34‐CD117+CD56dimCD94‐. (v) Tras el compromiso con 
este  linaje,  continúa  su  diferenciación  hacia  células NK  inmaduras  CD56bright,  adquiriendo  la 
expresión de CD94 y alcanzando el estadio 4, CD34‐CD117+CD56brightCD94+. (vi) Tras la pérdida 
de  CD117  las  células  NK  adquieren  un  fenotipo  CD56dim  en  el  estadio  5a,  CD34‐CD117‐




(DCs),  teniendo  lugar  el  compromiso  con  el  linaje  NK  en  el  estadio  3  de  diferenciación. 
Además,  en  ambos  casos,  la  adquisición  y  pérdida  de  otros  marcadores  acompaña  a  la 







que  se  regula de  forma positiva  la expresión de otros marcadores como CD161 o CD56 que 





Una  diferencia  básica  que  podemos  observar  entre  los  dos  trabajos  es  la  ausencia  del 
estadio 5 de diferenciación  en  ganglio  linfático  43, donde  la mayoría de  las  células que han 
alcanzado el estadio de diferenciación más avanzado en este órgano presentan un  fenotipo 
CD56bright,  siendo equivalentes a  la población minoritaria de  células NK de  sangre periférica. 
Por el contrario, el estadio 5 de diferenciación formado por células CD56dim, es mayoritario en 
médula ósea  50, y  se  corresponde  con  la,  también mayoritaria, población CD56dim de  sangre 
periférica. Este quinto estadio con un fenotipo maduro de células CD56dim ha sido incluido por 
Freud y col en revisiones posteriores sobre la diferenciación de este linaje 10,38.  
La  relación    de  diferenciación  entre  las  células  CD56bright  y  las  células  CD56dim  ha  sido 
objeto de controversia. Muchos estudios apoyan  la  idea de que  las células CD56bright pueden 
ser  precursores  de  las  células  CD56dim  53,54,  lo  cual  es  coherente  con  su  designación  como 
estadios 4 y 5 de maduración respectivamente. Entre  las evidencias a favor se encuentran  la 






















































Figura  2.  Secuencia  de  diferenciación  de  las  células  NK  en  médula  ósea  de  humano.  Representación 
esquemática  de  los  diferentes  estadios  de  diferenciación  de  las  células NK  en  la médula  ósea,  así  como  de 








Por  tanto, asumiendo esta  idea, encontramos que  la mayoría de  los datos  referentes a 
este proceso de maduración  final de  las células NK humanas provienen de  los análisis de  las 
células NK de sangre periférica  58‐62. Cambios en  la expresión de CD94/NKG2A, CD62L, CD16, 
KIRs  o  CD57  son  utilizados  por  diferentes  grupos  para  definir  la  transición  de  las  células 
CD56bright  hacia  células  CD56dim,  con  el  consecuente  cambio  de  funcionalidad  asociado  al 
fenotipo, a  través de estadios  intermedios de maduración. Aunque  la  combinación de estos 
marcadores  resulta  en  una  compleja  secuencia  de  poblaciones  intermedias,  en  resumen 
podríamos definir una población más inmadura CD56bright, CD94/NKG2A+, CD62Lhi, CD57‐, CD16‐
, KIR‐, que daría  lugar a una población  intermedia CD56dim, CD94/NKG2A+, CD62L+, CD57‐ con 










a  la expresión de KIRs  63,64. Este evento determina  si una célula NK va a  ser  funcionalmente 
competente  y  capaz  de  reconocer  las  células  propias  (educación)  o  por  el  contrario,  se 
convertirá en una célula anérgica o débilmente respondedora 63‐67. 
Durante este proceso la unión de los receptores inhibidores con sus respectivas moléculas 
MHC‐I propias parece  clave,  y además parece  claro que  los  receptores activadores  también 
participan en el mismo, aunque son muchas las preguntas que quedan por resolver acerca de 
este proceso puesto que  todavía no  se  conoce  cómo  se  inicia  y quién  es  el  responsable, o 








memoria,  una  propiedad  atribuida  hasta  hace  pocos  años  exclusivamente  a  las  células  del 
sistema inmune adquirido. Inicialmente esta característica fue descrita en el modelo de ratón 
68,69, pero posteriormente también se observó en humanos 70‐72. Actualmente se conocen tres 
vías a  través de  las cuales pueden generarse células NK de memoria  68:  (i) estimulación  con 
citoquinas,  (ii) exposición viral, como  la    infección por citomegalovirus  (CMV), y  (iii) mediada 




descritas  en  el modelo  de  ratón  68,69.  Tanto  en  ratón  como  en  humano  estas  células  son 
capaces  de  proliferar  rápidamente  y  exhibir  un  incremento  de  su  capacidad  funcional    en 
respuesta a una segunda infección 69 70‐72.  
Asimismo, estas células NK de memoria son consideradas por algunos autores 68,73 como el 
estadio  final  de maduración  de  estas  células,  siendo  la  infección  por HCMV  un  ejemplo  de 
cómo  determinados  ambientes  o  procesos  infecciosos  pueden  influir  en  la  diferenciación 
terminal de  las células NK. No obstante, al  igual que en el proceso de educación son muchas 
las  cuestiones  que  quedan  por  aclarar,  entre  ellas,  cómo  y  a  partir  de  qué  población  son 
generadas 38,47,73. 
1.3  Factores que influyen en la diferenciación de las células NK 









descrito  la  importancia de NFIL3 en estas poblaciones  82. En el caso de  las células NK, estos 
factores de transcripción participan desde etapas tempranas de la diferenciación, y aunque la 
relación entre ellos es objeto de debate 76,78,83,84 parece que la expresión de ID2 es inducida por 





GATA3  o  RUNX3,  participan  en  estadios  de  diferenciación  más  avanzados,  controlando 
distintos  puntos  de  estas  etapas  finales    como  la  maduración  y  la  adquisición  de  las 
capacidades funcionales 75,85‐87 (Figura 2).  
Sin embargo,  los requerimientos de estos  factores pueden diferir dependiendo del  lugar 
donde diferencian estas células. Así, GATA3 parece ser indispensable para las células NK en el 
timo de ratón, mientras que no es requerido para la diferenciación en médula ósea 88. También 
la  expresión  de NFIL3  y  EOMES  varía  en  función  de  la  localización,  puesto  que  ambos  son 
necesarios en  la vía de diferenciación medular, pero no parecen  indispensables en  las células 
NK  residentes  en  hígado  de  ratón  con  fenotipo  TRAIL+DX5‐  o  incluso  en  otras  vías 
extramedulares 75,89,90.  
Por  otro  lado,  diferentes  citoquinas  facilitan  la  generación  de  las  células  NK,  siendo  
considerada  IL‐15    la más  importante en  la homeostasis de estas células  91,92  93,94. El modelo 
tradicional  de  diferenciación,  implica  la  existencia  de  una  población  de  HPCs  que  no  son 
capaces  de  responder  a  IL‐15. Gracias  a  otras  citoquinas  como  IL‐3,  SCF,  IL‐7  o  FLT3L,  esta 
población  de  precursores  más  tempranos  da  lugar  a  un  intermediario  de  diferenciación 
sensible  a  IL‐15  43,94,95. De este modo,  la  adquisición de  la  capacidad para  responder  a esta 
citoquina, supone un paso crucial en la generación de este linaje, puesto que IL‐15 desempeña 




receptor  para  IL‐2  y  (iii)  la  cadena  α  (CD215)  específica  del  receptor  para  IL‐15  96‐98  99.  En 
cultivos  in  vitro,  la  administración  de  IL‐15  soluble  conduce  a  la  diferenciación  de  los 
precursores  hacia  células  NK.  Sin  embargo,  in  vivo,  IL‐15  es  habitualmente  presentada  de 
forma trans, unida a CD215 10,100,101.  
Las  células  estromales  que  residen  tanto  en médula  ósea  como  en  otros  órganos,  son 









































































































    Y  en  re
r  la  influen


























































































































































células NK en el  control  temprano de  infecciones por distintos patógenos y en  la  respuesta 
antitumoral. Asimismo,  cada  vez  son más  los  datos  que  apoyan  que  las  células NK  pueden 
ejercer, además, un papel inmunoregulador. 
1.5.1 Papel antitumoral 
Tanto  los  estudios  in  vitro  como  in  vivo, muestran  que  las  células NK  son  capaces  de 
eliminar  células  tumorales  15,26,114.  En  ratón,  la  regresión  del  tumor  es  dependiente  de  la 
capacidad de las células NK de reconocer células tumorales a través de la pérdida de expresión 
de  moléculas  MHC‐I,  o  de  la  sobre‐expresión  para  ligandos  de  receptores  activadores, 
especialmente  NKG2D  y  NCRs,  señales  en  ambos  casos  que  hacen  que  el  tumor  sea más 




resultados  in vitro,  los datos epidemiológicos de pacientes con cáncer recopilados por  Imai y 









distintos  microorganismos,  especialmente  los  virus.  En  esta  respuesta  también  juegan  un 
papel muy  importante  receptores  activadores  como  NKG2D  o  NKG2C.  Asimismo,  estarían 
implicados los KIR inhibidores, puesto que en muchos casos se produce una disminución de la 
expresión de moléculas HLA en  las células  infectadas, haciéndolas más  susceptibles a  la  lisis 
125,126. 
En  humano,  la  deficiencia  de  células  NK  funcionales  aumenta  la  susceptibilidad  al 








En  relación  con  herpesvirus,  las  células NK  participan  en  el  control  de  la  infección  por 
HCMV,  de manera  similar  a  lo  observado  en  los modelos  de  ratón. Durante  el  curso  de  la 
infección por HCMV se produce una expansión de células NK con un fenotipo maduro KIR+ que, 
además expresan el receptor activador CD94/NKG2C 130,131. Las células NK a través de NKG2C 
reconocen  células  infectadas  que  han  regulado  de manera  positiva  la  expresión  de  HLA‐E, 




Aunque  el  papel  de  las  células NK  ha  sido  estudiado mayoritariamente  en  infecciones 
víricas,  cada  vez  existen más  evidencias de  la  implicación de  las  células NK  en  la  respuesta 
inmune  frente  a  determinadas  infecciones  por  bacterias  como Mycobacterium  tuberculosis, 
hongos como Crytococcus neoformans   133,134, o como parásitos como Plasmodium falciparum 





















Asimismo,  las  células NK  también  influyen  en  la biología de  las DCs  induciendo bien  la 
maduración o bien la lisis de las DCs inmaduras. En el primer caso, la secreción de IFNγ y TNF 
tras  la  activación de  las  células NK no  sólo promueve una  respuesta  Th1  sino que  también 
influye en la maduración de las DCs. TNF aumenta la expresión de moléculas coestimuladoras y 
sinergiza con  INFγ, contribuyendo a  la producción de  IL‐12 por  las DCs  142.  Igualmente,  IFNγ 









Las  células  NK  pueden  también  regular  la  actividad  de  otras  poblaciones  del  sistema 
inmune. Aunque  la  interacción suele ser de manera  indirecta, a través de DCs,  las células NK 
pueden  actuar  también directamente  sobre otros  tipos  celulares  como  células T,  célula B o 
macrófagos,  induciendo  la  activación o  incluso  la  lisis de  estas poblaciones,  controlando de 




marcos clínicos, especialmente en  la erradicación de tumores,  lo cual  les hace muy atractivas 
como estrategia  terapéutica. Por  tanto, actualmente  se están desarrollando nuevas  terapias 
cuyo  objetivo  es  aprovechar  y  estimular  la  función  efectora  de  estas  células.  Sin  embargo, 
existen dos problemas principales a  los que hay que hacer frente (i) el número de células NK 









La  respuesta  inmune  frente  al  tumor  puede  ser  dividida  en  tres  fases:  eliminación, 
equilibrio y escape. Durante  la  fase de eliminación,  las células  transformadas son eliminadas 
por un sistema inmune competente. En esta fase, como hemos visto anteriormente, juegan un 
papel clave las células NK. Sin embargo, algunas células tumorales pueden sobrevivir y alcanzar 
una  fase de  equilibrio, donde ocurre  el proceso de  editing,  en  el que  las  células  tumorales 
evolucionan para  evadir  el  reconocimiento  y  el  control mediado por  las  células del  sistema 










crónico  derivado  puede  influir  negativamente  en  la  funcionalidad  de  las  mismas  151.  Este 
ambiente  favorece  la diferenciación de diferentes  tipos celulares como células T reguladoras 
(Treg),  macrófagos  asociados  al  tumor  (TAM),  DCs  tolerogénicas  152  o  células  supresoras 
derivadas de mieloides (MDSC) 153 que junto con las células tumorales, inhiben la actividad de 
las células NK a través de la secreción de factores solubles inmunosupresores como  TGFβ, IL‐4, 
IDO  o  PGE2  154,155.  Algunos  de  estos  factores,  disminuyen  la  expresión  de  receptores 
activadores como NKG2D y NKp46, dificultando el reconocimiento de  las células tumorales y 
disminuyendo tanto  la citotoxicidad de  las células NK, como  la producción de citoquinas o  la 
interacción de estas células con otros tipos celulares 148,149,153‐155. Asimismo, el ambiente puede 
modificar el perfil de quimioquinas que controlan el  tráfico de  las células NK que  infiltran el 
órgano donde se localiza el tumor e influir de este modo en el reclutamiento de las células NK 
periféricas,  bien  del  propio  individuo  o  bien  las  células  NK  transferidas  en  el  tratamiento 
26,156,157.  
Con  el  objetivo  de  hacer  frente  a  estos  problemas  actualmente  las  investigaciones  se 
centran en cómo células NK funcionales pueden ser eficientemente dirigidas y mantenidas en 
el  sitio  donde  se  localiza  el  tumor.  En  este  sentido,  recientemente  se  ha  descrito  que  en 
determinados tumores la citotoxicidad dependiente de anticuerpos mediada por las células NK 





Además,  a  diferencia  de  la  citotoxicidad  natural,  la  citotoxicidad mediada  por  CD16  puede 
llevarse a cabo incluso en un determinado ambiente supresor inducido por el tumor 18,148.    
Además,  debido  a  la  disponibilidad  limitada  de  las  células  NK,  son  objeto  de  estudio 
diferentes  estrategias  de  expansión  de  esta  población.  Actualmente,  para  aumentar  la 
expansión  in  vivo  se  utilizan  bajas  dosis  de  IL‐2,  pero  esta  citoquina  también  conduce  a  la 
estimulación de células Treg, cuya activación provoca una inhibición de la funcionalidad de las 
células NK  158,159.  Para  evitar  este problema  está  siendo  testado  el uso de otras  citoquinas, 
entre ellas  IL‐15, que estimula  la supervivencia y expansión de  las células NK sin provocar  la 
activación de células Treg 160 18,161,162.  
Sin  embargo,  a  diferencia  de  los  tumores  sólidos,  las  células NK  juegan  un  papel muy 
importante en la clínica de tumores hematológicos, en concreto en el trasplante haploidéntico 
de  células madre  hematopoyéticas  (HSCT)  como  tratamiento  para  leucemias.  Debido  a  la 
discordancia de los KIR inhibidores expresados en las células NK que diferencian a partir de las 




Como  hemos  señalado  anteriormente,  la  diferenciación  de  las  células NK  puede  tener 








Este  órgano  alberga  fundamentalmente  la  diferenciación  de  linfocitos  T  a  partir  de 
precursores multipotenciales CD34Bright. Tras el compromiso de estos precursores con el linaje 
T,  se  pierde  progresivamente  la  expresión  de  CD34  164,165,    mientras  que  se  adquiere  la 
expresión  de  CD4,  alcanzando  el  estadio  CD4  inmaduro  simple  positivo  (CD4ISP)  166.  La 








así  como  pTα,  que  se  combinará  con  TcRβ  para  permitir  la  señalización  pre‐TcR,  lo  cual 










un  sitio  de  diferenciación  del  linaje NK  puesto  que  contiene  células NK maduras  así  como 
precursores  capaces  de  generar  estas  células  165,169,170.  En  humano,  los  pocos  estudios 
presentes en la literatura se han centrado en intentar definir el potencial de diferenciación de 
las  diferentes  subpoblaciones  de  precursores  intratímicos.  La  población más  inmadura  de 
precursores de timocitos está incluida dentro de la población DN. En humano, la población DN 








Id  80,81(Tabla  1).  Sin  embargo,  no  existen  estudios  en  relación  con  la  secuencia  de 
diferenciación  de  las  células  NK  en  el  timo  humano,  ni  tampoco  con  las  características 
fenotípicas y funcionales de las mismas. 
Al  igual que en humano,  la mayoría de  los datos de  las células NK en el timo de ratón se 
relacionan  con el potencial de diferenciación de  las distintas  subpoblaciones de precursores 







cuyo  fenotipo sugiere que estas células están  incluidas dentro de  la población CD44+CD25‐ o 
DN2, correspondiente a la población CD34+CD33‐CD1a‐ descrita en timo humano. Sin embargo, 
esta  población  es  heterogénea  y  puede  ser  subdivida  en  dos  subpoblaciones  según  la 
expresión de CD117. De esta  forma, el potencial para  generar  células NK,  además de otros 
linajes,  reside  en  la  subpoblación  de  células  DN2  que  expresan  altos  niveles  de  CD117, 
denominada DN2a, mientras que las células CD117dim denominadas estadio DN2b  ya estarían 
comprometidas con el  linaje T  175,176. Asimismo,  las células NK  inmaduras podrían derivar no 
sólo de ETPs  vía DN2a,  sino  también directamente de precursores de  células NK  (NKP) que 
colonizan el timo 176(Tabla 1). 
Como ya hemos mencionado anteriormente, diferentes factores de transcripción estarían 
involucrados  en  la  diferenciación  de  las  células  NK.  Klein‐Wolterink  y  col  176  proponen  un 




Además de estos  trabajos, se ha descrito que  las células NK diferenciadas en el  timo de 
ratón  se  caracterizan  por  la  expresión  de GATA3  y  CD127/IL‐7α,  siendo  IL‐7  imprescindible 
para  la homeostasis de esta población  (Tabla 1). Asimismo, Vosshenrich y  col  88, autores de 
este  trabajo,  apuntan  a  que  las  células NK  CD127+  presentes  en  otras  localizaciones  como 
ganglios  linfáticos derivan del  timo, por  lo que CD127 sería un marcador para  las células NK 
con un origen intratímico. Igualmente, asumen que las células CD56bright de sangre periférica en 
humano  derivan  del  timo,  puesto  que  expresan  mayoritariamente  esta  marcador.  Sin 
embargo, trabajos posteriores en ratón  indican que  las células NK CD127+ en ganglio  linfático 
se generan de manera  independiente a  la glándula  tímica  177, no siendo por  tanto CD127 un 
marcador  específico  de  timo.  En  relación  con  las  células  CD56bright  de  sangre  periférica  de 
humano,  los datos de otros autores  81,178 así como nuestros  resultados,  tal y como veremos 
















Células  CD34bright  de  timo  fetal  contiene  una 






















La  sobreexpresión    de  Id3  en  precursores  CD34+ 










La  sobreexpresión  de  Id2  en  precursores  tímicos 
bloquea  la  diferenciación  hacia  células  T  mientras 
que  estimula  la  generación  del  linaje  NK, 
incrementando un pool de progenitores CD1a‐CD5+, 

















La  población  DN2a  (CD25+CD44hiCD117+++)  es 





































Inicialmente  fueron  identificadas  como  factores  que  inducían  la  formación  de  hueso  y 
cartílago  181,182  sin embargo actualmente  se  sabe que están  involucradas en el desarrollo de 



















Tras  la unión del  ligando,  los receptores tipo  II fosforilan a  los receptores tipo  I que a su vez, 
reclutan  y  fosforilan  a  las proteínas  Smad  reguladas por  receptor específicas de BMP o BR‐
Smad. Las proteínas BR‐Smad, una vez fosforiladas se disocian del receptor y se unen a Smad4, 
la Smad mediadora común o Co‐Smad, formando un complejo que se dirige al núcleo donde 













































































































































































































en  respuesta  a  las  proteínas  BMP  y  son  factores  clave  en  la  regulación  de  las  respuestas 
biológicas medidas por las mismas 190‐193. 




Debido  a  la  importancia  de  la  vía  de  señalización  BMP  en múltiples  procesos,  ésta  se 









promiscuidad  en  la  interacción  de  estos  antagonistas  con  los  diferentes  ligandos  BMP  187 
(Figura 4).    
A  nivel  de  membrana,  aunque  los  receptores  tipo  I  y  tipo  II  son  suficientes  para  la 
transducción de la señal BMP, la unión del ligando a los receptores y la intensidad de la señal 
puede  ser  regulada  positivamente  por  algunos  co‐receptores,  como  la  familia  de  proteínas 




estable  e  inhibe  la  señalización  197.  Igualmente,  se  han  descrito  algunas  proteínas  tirosina 
quinasa  transmembrana o  serín‐treonín quinasa  citoplásmicas,  capaces de  interaccionar  con 
los receptores de BMP y regular su función 198‐200 (Figura 4). 
La regulación de la señalización BMP también sucede a nivel intracelular. Existe un tercer 
grupo de proteínas Smad,  formado por Smad6 y Smad7, que son Smad  inhibidoras  (I‐Smad). 
Smad7  inhibe  tanto  la  señalización  TGFβ/activina  como  BMP,  mientras  que  Smad6 
preferentemente  reprime  esta  última  201.  Existen  diferentes mecanismos  de  inhibición  por 
parte  de  estas  proteínas,  puesto  que  se  ha  descrito  que  pueden  interaccionar  con  los 
receptores  tipo  I  activados  202,  con  Smad1  203, o  incluso  impedir  la  formación de  complejos 
ADN‐Smad  funcionales  204.   Asimismo,  a nivel  intracelular  la  señalización BMP  también  está 
restringida por  Smurf1  y  Smurf2, ubiquitin  E3  ligasas que  conducen  a  la degradación de R‐
Smad vía proteasoma, lo que conlleva la inhibición de señalización BMP 205,206 (Figura 4).  
2.3 Funcionalidad de las BMPs 
Como  avanzábamos  al principio,  la  función de  las BMPs no  se  limita  a  la  formación de 
hueso y cartílago sino que presentan un rango de actividades mucho más amplio. Una de  las 
funciones más destacadas e importantes es el papel crítico que juegan en diferentes fases del 
desarrollo,  regulando    las primeras etapas de  la embriogénesis,  la  formación de  la asimetría 
derecha‐izquierda y del patrón neuronal y esquelético,  la formación de  las extremidades y  la 
organogénesis.  Algunos  ligandos  BMP  son  vitales  para  el  desarrollo  puesto  que  ratones 













de  la  señalización BMP en  la  regulación de  la proliferación y diferenciación de progenitores 
hematopoyéticos de médula ósea 210 211 212 (Figura 5).   
Además,  tal  y  como  veremos  a  continuación  existen  numerosos  trabajos  donde  se 
describe el papel de estas proteínas en etapas más avanzadas de la diferenciación de distintos 
linajes, así como en  la regulación de  las actividades funcionales de diferentes poblaciones de 
células sanguíneas  (Figura 5). Sin embargo, hay que  tener en cuenta que  los efectos pueden 
ser diferentes dependiendo del  ligando, del  tipo celular o  incluso de  la especie en  la cual se 
realiza el estudio. 
2.3.2 BMP y linfocitos T 
Existen  numerosas  evidencias    que  indican  que  la  señalización  BMP  juega  un  papel 




de estas señales  juega un papel  importante  la señalización BMP, que no sólo participa en  la 
regulación  de  la  diferenciación  de  estas  células  sino  que  además  es  fundamental  para  el 
desarrollo del órgano y el mantenimiento de su estructura 213,214. 
Los  primeros  trabajos  en  el  modelo  de  ratón,  incluyendo  los  de  nuestro  grupo, 
describieron la producción de BMP2 y BMP4 por el estroma tímico 215‐217 y la expresión de los 
receptores  217,218  y  de  la  maquinaria  necesaria  para  la  transducción  de  la  señal  BMP  en 
timocitos  DN  218.    De  esta  forma,  la  señalización  BMP2/4  participa  en  la  regulación  de  las 
etapas tempranas de la diferenciación de estas células 216‐218. Diferentes trabajos en el modelo 








expresión  de  los  receptores  para  BMP  en  todas  las  poblaciones  de  timocitos,  así  como  la 
distribución  de  los  ligandos  y  determinados  antagonistas,  tanto  en  la  región  cortical  como 
medular,  sugiere  que  la  señalización  BMP  también  participa  en  otros  puntos  de  la 
diferenciación de las células T 216,219,220.  
Posteriormente,  resultados  similares  fueron  descritos  en  el  timo  humano  por  nuestro 
grupo 221. Del mismo modo, que  lo encontrado en el timo de ratón, tanto BMP2 como BMP4 
son  producidos  por  células  epiteliales  del  estroma  tímico  y  los  timocitos  expresan  toda  la 
maquinaria requerida para responder a estas proteínas. Además, el tratamiento con BMP4 de 
cultivos  organotípicos  reconstituidos  con  precursores  CD34+  de  timo  humano,  inhibe  la 
diferenciación  de  timocitos  DN  hacia  el  estadio  DP,  apuntando  también  un  papel  de  la 
señalización BMP en la regulación de la diferenciación T en humano 221. 
Por otra parte, y en relación con las células T maduras, se ha descrito que la estimulación 
vía CD3/CD28 de  las células CD4+ periféricas de ratón provoca un  incremento en  la expresión 
de los receptores para BMP. En este contexto, la estimulación con BMP2 y BMP4, así como el 
bloqueo de la vía de señalización mediante la adición de inhibidor dorsomorfina (DM), modula 
negativamente  la  proliferación  de  las mismas  222,223.  Asimismo,  la  estimulación  con  BMP6 





significativamente  la  capacidad  de  TGFβ  para  promover  la  generación  de  iTreg  Foxp3+  225. 
Asimismo, se ha descrito que la inhibición de la vía de señalización BMP, durante la activación 




la vía de  señalización BMP en  las  células T CD4+  inhibe  la producción de  IL‐2  223 y por otro, 









La  señalización  BMP  también  participa  en  la  generación  de  las  células  B.  Los  datos 




Por  otra  parte,  la  presencia  de  BMP6  durante  la  activación  in  vitro  de  células  B  tanto 
vírgenes  como de memoria,  regula de  forma negativa  la  respuesta  inmune humoral, puesto 
que  inhibe  su  proliferación  y  diferenciación  hacia  células  plasmáticas,  reduciendo  de  este 
modo la producción de Ig 229,230. Asimismo, en el modelo de ratón existen evidencias in vivo de 
la  función de  la vía de  señalización BMP en  la  regulación de  la  respuesta de  los  linfocitos B 
maduros. Así, la deficiencia de Twisted Gastrulation, antagonista soluble de BMP,  en linfocitos 






citoquinas  por  parte  de  los macrófagos  aunque,  dependiendo  del  ligando  y  la  citoquina  de 
estudio, la regulación pude ser positiva o negativa. Así, BMP6  induce la expresión de factores 









investigación en  los que se pone de manifiesto  la  implicación de BMP en  la biología de estas 






para  responder a  la  señal. De esta  forma,  la estimulación de esta vía en  las DCs  inmaduras 
induce  su  supervivencia,  así  como  su  maduración  239.  Asimismo,  las  DCs  son  capaces  de 
producir BMP4 en respuesta a diferentes estímulos, por lo que esta vía de señalización puede 
activarse de manera autocrina/paracrina. De hecho, el bloqueo de la señalización BMP durante 
la maduración  de  las MoDCs,  así  como  en  DCs  convencionales,  afecta  negativamente  a  la 





células  241,242. En  este  sentido,  se ha descrito en humano, el efecto  supresor de  TGFβ en  la 
diferenciación de las células NK 243 así como en sus funciones efectoras 155,242,244. Asimismo, se 
ha atribuido un papel inhibitorio sobre la funcionalidad de estas células a otro miembro de la 
familia  TGFβ,  en  concreto  Activina‐A,  la  cual  ejerce  un  claro  efecto  negativo  sobre  la 


























































maduras  como  precursores  con  capacidad  para  generar  células  NK,  sin  embargo  hasta  el 
momento no ha sido descrita una vía de diferenciación completa en este órgano. Tampoco ha 
sido  abordada  en  profundidad  una  caracterización  fenotípica  y  funcional  completa  de  las 
células NK intratímicas, y los pocos resultados existentes hasta el momento han sido obtenidos 
en el modelo de  ratón.  Igualmente el papel de  la  vía de  señalización BMP2/4, que nuestro 
grupo ha descrito implicada en la inhibición de la diferenciación T,  también está pendiente de 
dilucidar en el contexto de la diferenciación de las células NK intratímicas humanas.  
Por otra parte, y dado  su papel antitumoral y antimicrobiano,  las  células NK periféricas 
constituyen una población de  interés para el estudio de nuevas estrategias terapéuticas. Por 
ello,  es  interesante  analizar  el  papel  de  la  señalización  BMP2/4  en  la  funcionalidad  de  las 
células NK,  lo  cual no ha  sido  aún objeto de estudio,  ya que podría  abrir nuevas  vías en  la 
investigación sobre el uso de las células NK en terapia. 
Por  lo  tanto,  el  objetivo  del  presente  trabajo  será  estudiar  el  papel  de  la  señalización 
BMP4 en la diferenciación y funcionalidad de las células NK tímicas y periféricas humanas. Para 
ello, planteamos los siguientes objetivos concretos: 
1. Analizar  el  papel  de  la  vía  de  señalización  BMP2/4  en  la  diferenciación  de 
células NK a partir de precursores intratímicos. 
2. Establecer diferentes estadios de diferenciación de  las  células NK en el  timo 
humano    así  como  las  características  fenotípicas  y  funcionales  de  las  células  NK 
maduras intratímicas.  






















En  el  presente  trabajo  se  han  empleado    muestras  de  timo  humano    obtenidas  de 
pacientes pediátricos de entre 1 mes y 5 años de edad sometidos a cirugía cardiaca correctora, 
de acuerdo con el protocolo de  la Comisión Ética de  los Hospitales 12 de Octubre, Gregorio 
Marañón  y  Montepríncipe  de  Madrid.  Asimismo,  se  han  utilizado  muestras  de  ganglios 
linfáticos mesentéricos obtenidas de donantes multiorgánicos  tras obtener  los consiguientes 
consentimientos  oportunos  y  siguiendo  los  protocolos  establecidos  por  la  Unidad  de 
Trasplantes del Hospital Clínico San Carlos de Madrid.  
Además, se han empleado muestras de buffy coats obtenidos a partir del procesamiento 
de  sangre  periférica  de  donantes  sanos  en  el  Centro  de  Transfusión  de  la  Comunidad  de 
Madrid.  
2. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
Para este trabajo se han utilizado ratones  inmunodeficientes SCID  (C.B17)  fetales   de 15 




 Las  hembras  y  machos  fueron  puestos  a  aparear  durante  un  periodo  nocturno, 
considerándose  la mañana siguiente como día 0 de gestación. A  los 15 días se procedía a  la 
extracción de  los  lóbulos  tímicos  fetales empleados en  los cultivos organotípicos quiméricos 
humano‐ratón (hu/moFTOC). 
3. OBTENCIÓN  DE  SUSPENSIONES  ENRIQUECIDAS  EN  DIFERENTES  POBLACIONES 
CELULARES TÍMICAS 
Los  fragmentos de  timo humano  se  limpiaron de  tejido conectivo antes de disgregarlos 
con un homogeneizador  tipo Potter.  La  suspensión de  células  tímicas, previamente  filtrada, 
fue  enriquecida  en  timocitos  inmaduros  usando  la  técnica  de  rosseting  con  eritrocitos  de 
carnero  (Durviz, Valencia,  España)  previamente  lavados  (1800rpm  10min)  con  una  solución 
NaCl  al  0.9%  (Panreac Química,  Barcelona,  España),  y mezclados  en  una  proporción  de  15 







manera  se obtenía una  suspensión homogénea manteniéndose  la  integridad de  las  rosetas 
formadas.  Finalmente,  para  separar  las  células  libres  de  las  rosetas,  la  suspensión  era 
centrifugada  en  un  gradiente  de  Ficoll  (Histopaque‐1077,  Sigma‐Aldrich,  España)  (1500rpm 
30min  20°C).  Posteriormente,  las  células  libres,  a  la  que  denominaremos  a  partir  de  ahora 
fracción enriquecida  (E‐),  fueron recogidas de  la  interfase y  lavadas 3 veces en medio RPMI‐
1640  (Lonza‐Hopkinton, MA,  EEUU)  suplementado  con  un  5%  de  suero  fetal  bovino  (SFB) 
(Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU).  
La población E‐ fue utilizada para todos los estudios fenotípicos por citometría de flujo, así 






suspensión  obtenida  tras  ser  filtrada  y  lavada  (1000rpm  7min)  fue  centrifugada  en  un 
gradiente de Ficoll (Histopaque‐1.077, Sigma‐Aldrich) (1500rpm 30min 20°C). Las células de la 




NK,  granulocitos,  macrófagos  y  DCs  mediante  separación  magnética.  Las  células  fueron 
incubadas  en  un  concentración  de  108cél/ml  en  PBS  (Gibco,  Life  Technologies)    0.1%  BSA 
(Sigma‐Aldrich) adicionando cantidades saturantes de anticuerpos de ratón que reconocían las 
siguientes moléculas  humanas:  CD56  (Becton  Dickinson,  San  José,  CA,  EEUU),  CD4,    CD19, 
CD14, CD11c y CD3 (Immunostep, Salamanca, España). Tras 30 minutos de incubación a 4⁰C las 
células fueron lavadas (4000rpm 4min 4⁰C) y resuspendidas con anticuerpos de oveja frente a 
IgG  de  ratón  conjugados  a  esferas  metálicas  Dynabeads  Pan  Mouse  IgG  (Invitrogen,  Life 
Technologies)  en una relación esferas:células de 5:1. Tras una incubación de 30 minutos a 4⁰C 
con agitación intermitente, se separaron las células libres de las unidas a las esferas mediante 





























































































































































































































































































































Los  lóbulos tímicos  fueron extraídos de  fetos de ratones  inmunodeficientes  (C.B17 SCID) 
de 15 días de desarrollo. Tras ser limpiados, cada lóbulo fue cultivado 48 horas en un sistema 
de gota pendiente en un pocillo de una placa Terasaki (Nunc, Naperville,  IL, EEUU)  junto con 
15.000‐20.000  células/lóbulo  de  las  poblaciones  de  precursores  tímicos  indicados  en  cada 
figura, en un volumen de 25 µl de RPMI‐1640 suplementado con 1mM de piruvato sódico, 100 
U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina, 2 mM de L‐glutamina (todos ellos de Lonza‐
Hopkinton),  7 %  de  SFB  (Gibco,  Life  Technologies)  y  3%  de  suero  humano  AB  (LabClinics, 








fueron marcadas,  además  de  con  los  anticuerpos  indicados,  con  un  anticuerpo  anti‐CD45 
(Becton Dickinson) con el fin de reconocer  las células humanas presentes en  los cultivos. Por 
tanto  todos  los  porcentajes  mostrados  de  las  distintas  poblaciones  están  acotados  a  la 
población CD45+. 
8.2 Generación de células NK a partir de progenitores tímicos 
Células  sorteadas  Lin‐CD34+CD1a‐BMPRIA‐  fueron  cultivadas  (37°C  5%CO2)  durante 
diferentes periodos de  tiempo en una  concentración de 0,1‐0,3x106cél/ml  con medio RPMI‐
1640  (Lonza‐Hopkinton)  suplementado  con  10%  SFB,  1mM  de  piruvato  sódico,  2mM  de  1‐
glutamina, 100U/ml de penicilina  y 100g/ml de  estreptomicina  (Todos  ellos de Gibco,  Life 
Technlogies)  (RPMI 10% SFB completo) en placas de  fondo plano. La diferenciación de estos 
precursores hacia células NK fue  inducida adicionando  IL‐15 (100ng/ml, salvo que otras dosis 










Células  NK  obtenidas  en  los  diferentes  protocolos  anteriormente  comentados  (FTOC, 
generadas  en  cultivos  en  suspensión,  células  CD56+CD3‐  intratímicas  sorteadas  o  células 
CD56dimCD16+ o CD56brightCD16‐ de sangre periférica aisladas por separación magnética) fueron 
estimuladas  con  IL‐12  (10ng/ml)+IL‐15  (100ng/ml)  o  IL‐2  (50ng/ml)+IL‐12  (10ng/ml)+PolyI:C 
(12.5µg/ml) (en el caso de las células NK totales, CD56+CD3‐, de sangre periférica) en presencia 




de estimulación,  indicado en  cada  caso,  los  sobrenadantes  fueron  recogidos  y  almacenados 
para su posterior análisis. Además, se analizó la capacidad lítica, el fenotipo y/o el perfil génico 
de expresión de  las células recuperadas, tal y como se describe en  los apartados 14, 15 y 18 
respectivamente  (IL‐12  Prospec‐Tany  TechnoGene  Ltd;  IL‐2  Miltenyi  Biotec;  PolyI:C    y 
Pam3CSK4 Invivogen; DMH1 Tocris Bioscience, R&D Systems). 
En el caso de la figura 38B, células totales de la población enriquecida fueron cultivadas en 
una  concentración  de  0,3x106/200µl  en  medio  RPMI    5%  SFB  completo,  en  ausencia  o 




manteniendo  el  cultivo  durante  4  horas  adicionales.  Posteriormente  se  procedió  a  la 
determinación de IFNγ por citometría de flujo tal y como se describe en el apartado 15. 
10. GENERACIÓN MoDCS. CO‐CULTIVOS CÉLULAS NK‐DCs  
Monocitos  de  sangre  periférica  fueron  aislados  a  partir  de  muestras  de  buffy  coat 
mediante    selección  positiva    por  separación  magnética  usando  el  kit  CD14  Microbeads 
(Miltenyi  Biotec).  Las  células  CD14+  purificadas  fueron  cultivadas    a  una  concentración 








de que se completara  la diferenciación de  las DCs  fueron puestas en cultivo en medio RMPI 
10%  SFB  completo  en  ausencia  (NK  no  activadas)  o  en  presencia  de  IL‐2  (50ng/ml)  +  IL‐12 
(10ng/ml)  +PolyI:C  (12.5µ/ml)  tratadas  o  no  (NK  activadas  DMSO)  con  DMH1  (20µM)  (NK 
activadas DMH1) durante 12 horas. 
Tras 6‐7 días de cultivo se  indujo  la maduración de  las DC  inmaduras  (iDCs) mediante  la 








añadió al medio de  cultivo 5‐bromo‐2’‐desoxiuridina  (BrdU) a una concentración  final de 10 
µM. Después  las placas fueron centrifugadas, y tras  la eliminación del sobrenadante, secadas 
durante 2 horas  a 65°C,  fijadas  con  etanol  en HCl  (0.5M) 30 minutos  a  ‐20°C,  tratadas  con 
nucleasas 30 minutos  a 37°C  y  finalmente  incubadas  con un  anticuerpo  anti‐BrdU de  ratón 
conjugado  con  peroxidasa  durante  30 minutos  a  37  °C.  La  reacción  de  la  peroxidasa  fue 
revelada  con  el  sustrato  ABTS  (ácido  2,2’Azinobis‐(3‐etil‐benzotiazolin‐6)  sulfónico)  y  la 
absorbancia de  las muestras  fue determinada mediante un  lector de ELISA  (SUNRISE, Tecan 
Group Ltd., Männedorf, Suiza) a 405 nm con una longitud de onda de referencia de 492 nm. 
En  algunos  casos,  la proliferación de  las  células NK  se determinó mediante  tinción  con 
CFSE (Sigma‐Aldrich) previamente a su cultivo. De esta manera, tras el aislamiento  las células 
NK  fueron  incubadas  con  CFSE  en  una  concentración  final  de  5µM,  durante  5 minutos  a 














Sobrenadantes  de  distintos  cultivos  en  suspensión  así  como  de  diferentes  ensayos  de 
activación fueron recogidos en los periodos de cultivo indicados en cada figura y almacenados 
a  ‐80°C  para  su  posterior  análisis.  La  concentración  de  BMP4  (BMP‐4  DuoSet  ELISA,  R&D 
systems),    INFγ,   TNFα e  IL‐12p70  (todos ellos de BioLegend) presente en  los sobrenadantes 
fue determinada mediante ELISA  (Lector SUNRISE, Tecan Group Ltd), según  las  instrucciones 
de  los  fabricantes. Asimismo, utilizando el sistema Cytometric Bead Array Flex Set  (CBA)  (BD 
BioScience)  se  determinaron  los  niveles  de  otros  factores  como  GM‐CSF,  IL‐10,  IL‐6, 
CCL5/RANTES,  CXCL10/IP‐10  y  CCL2/MCP‐1  (todos  ellos  de  BD  Bioscience),  siendo  estas 
muestras analizadas en un citómetro FACSCalibur. En  todos  los casos  la cuantificación de  las 
distintas  citoquinas  y  quimioquinas  se  llevó  a  cabo  por  duplicado  y  en  el  número  de 
experimentos que se indica en los pie de figura.  
14. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD 
Diferentes  poblaciones  de  células  NK  fueron  activadas  con  distintas  estrategias 
experimentales  (ver apartado de ensayos de activación). Tras 12 horas de cultivo  las células 
fueron recogidas, y tras determinar el número de células y  la viabilidad, fueron usadas en un 
ensayo  de  citotoxicidad  contra  la  línea    tumoral  K562,  en  los  diferentes  ratios  célula 
efectora:célula diana  (NK:K562)  indicados. Los cocultivos se  llevaron a cabo en medio RPMI‐
1640 suplementado con 1% SFB, 100U/ml de penicilina y 100g/ml de estreptomicina en un 
volumen total de 100 µl durante 4 horas (37°C 5%CO2). Tras este periodo, la actividad lítica de 
las  células  NK  sobre  las  células  K562  fue  determinada mediante métodos  colorimétricos  a 
partir  de  la  actividad  lactato  deshidrogenasa  (LDH)  detectada  en  el  sobrenadante  de  los 





% Citotóxicidad =                  x 100 





Siendo el  valor mínimo el  valor de  lisis espontánea  (actividad  LDH) de  las  células K562 
cultivadas en ausencia de células NK, y el valor máximo el valor de absorbancia de células K562 
cultivadas  en  ausencia  de  células NK    a  las  que  tras  4  horas  de  cultivo  se  le  adiciona  una 
solución de  lisis. En  todos  los  casos  los valores de absorbancia  corresponden a  la media de 
duplicados, y el número de experimentos se indica en cada apartado en los pie de figura. 
15. CITOMETRÍA DE FLUJO  
Los  estudios  fenotípicos  se  llevaron  a  cabo  por  citometría  de  flujo  utilizándose  los 
anticuerpos detallados en la Tabla 2.  Las tinciones se llevaron a cabo incubando las células en 
PBS  con  concentraciones  saturantes de  los  anticuerpos  indicados  en  cada  caso, durante 30 
minutos a 4°C. Cuando el anticuerpo no estaba directamente conjugado a un fluorocromo, tras 
la  incubación con un primer anticuerpo purificado se añadieron  fragmentos F(ab’)2,  frente a  
IgG de  la especie en  la que estaba hecho el anticuerpo primario y conjugado a  fluorocromo 
(Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA, EEUU). 
Para  las  tinciones  intracelulares,  las  células  fueron  tratadas  con  la  solución 
Cyotofix/Citoperm (BD Bioscience) durante 20 minutos a 4°C, de acuerdo con las instrucciones 
del  fabricante. Posteriormente  fueron  lavadas con  la  solución Perm/Wash  (BD Bioscience) y 




de  IgG  de  burro  anti‐cabra  preabsorbidos  y  conjugados  a  fluorocromo  (Jackson 
Immunoresearch Laboratories), todos diluidos en Perm/Wash. 
Por otro  lado, para  la detección de Smad1/5/8  fosforilada,  las células  fueron  fijadas con 
BD  cellFix  (BD Bioscience) durante 30 minutos a 4°C para  impedir  cambios en el estado de 
fosforilación  de  las  proteínas.  Tras  un  lavado  con  PBS,  las  células  fueron  permeabilizadas 
incubando con BD Phosflow Perm Buffer III (BD Bioscience) 30 minutos a 4°C y posteriormente 
marcadas  con  anticuerpos  anti‐fosfo‐Smad1/5/8  (Ser463/Ser465),  seguido  de  fragmentos 












Pequeños  fragmentos  tímicos  fueron embebidos en OCT  (Tissue‐Tek, Miles, Elkhart,  In., 
EEUU),  congelados  en  nitrógeno  líquido  y  conservados  a  ‐80°C  hasta  el  momento  de  la 
preparación de las muestras. Posteriormente los fragmentos fueron atemperados a ‐20°C y las 
criosecciones  fueron obtenidas en un criostato  (Shandon Cryotome E; Thermo Scientific  Inc, 
Waltham, Massachusetts, USA), secadas durante 2 horas a temperatura ambiente y fijadas en 
acetona (Panreac Química) durante 10 minutos. 
Para  la  identificación  de  células  NK  CD56+CD3‐,  la  unión  inespecífica  fue  bloqueada 
mediante la incubación con 1% suero de burro (Santa Cruz Biotechnology),  y posteriormente 
las  secciones  fueron  secuencialmente  incubadas  con un anticuerpo hecho en  conejo  contra 
CD56  (Cell Marque, California, USA),  IgG de burro  frente a conejo conjugado al  fluorocromo 
Alexa  Fluor 594  (Invitrogen,  Life Technologies), un  anticuerpo hecho en  ratón  frente  a CD3 
Molécula diana Clon Casa comercial Molécula diana Clon Casa comercial
Policlonal R&D  CD62L DREG‐56 BD Biosciences
Policlonal Santa Cruz CD69 FN50 Biolegend
Policlonal R&D  CD80 BB1 BD Biosciences
CCR1 53504 BD Biosciences CD86 IT2.2 (305414) Biolegend
CCR2 K036C2 Biolegend CD94 DX22 Biolegend
CCR3 5E8 Biolegend CD107a / LAMP‐1 H4A3 Biolegend
CCR4 TG6/CCR4 Biolegend CD116 MSB12 BD Biosciences
CCR5 HEK/1/85a Biolegend CD117 YB5.B8 BD Biosciences
CCR6 G034E3 Biolegend CD122 MIK‐β1 Inmunotools 
CCR7 TG8/CCR7 Biolegend CD127 R34.34 BD Biosciences
CCR7 G043H7 Biolegend CD135 BV10A4GH2 CalTag 
CCR9 BL/CCR9 Biolegend CD158b / KIR2DL2/L3 DX27 Biolegend 
CD1a HI149 BD Biosciences CD158e1 / KIR3DL1 DX9 Biolegend 
33‐2A3 Immunostep  CD161 DX12 BD Biosciences
UTH‐C1 Biolegend CD215 JM7A4 Biolegend
CD4 RPA‐T4 BD Biosciences CD218a BG/IL18RA Biolegend
CD5 UCHT2 BD Biosciences CD335 / NKp46 9E2 Biolegend
CD7 CD7‐6B7 CalTag  CD336 / NKp44 P44‐8 Biolegend
CD8 RPA‐T8 BD Biosciences CD337 / NKp30 P30‐15 Biolegend 
CD13 TüK1 CalTag  CX3CR1 2A9‐1 Biolegend
CD16 VEP13 Miltenyi CXCR1 8F1/CXCR1 Biolegend
CD31 WM59 Biolegend CXCR2 5E8/CXCR2 Biolegend
CD33 WM53 BD Biosciences CXCR3 1C6/CXCR3 BD Biosciences
581 BD Biosciences CXCR4 12G5 Biolegend
8G12 BD Biosciences CXCR4 12G5 Biolegend
CD38 HIT2 BD Biosciences CXCR5 RF8B2  BD Biosciences
CD44 G44‐26 BD Biosciences CXCR6 TG3/CXCR6 Biolegend
CD45RA 2DI BD Biosciences NKG2D 1D11  Biolegend 
CD49d 9F10 BD Biosciences S1P5/EDG‐8 FAB3964A R&D 
B159 BD Biosciences Granzima GrA‐11 Inmunotools 
AF12‐7H3 Miltenyi Perforina delta G9 Inmunotools 
HCD56 Biolegend BMP4 Policlonal Santa Cruz









(Immunostep)  e  IgG  de  burro  contra  ratón  conjugado  a  Alexa  Fluor  488  (Invitrogen,  Life 




Life Technologies)  y observadas en un microscopio Confocal  Leica  SP2  (Leica Microsystems, 
Wetzlar, Alemania) del Centro de Citometría y Microscopía de Fluorescencia de la UCM. 
17. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA 








El ARN  fue  aislado  y  purificado mediante  el  kit Absolutely  RNA Microprep  (Stratagene 
Cloning  Systems,  La  Jolla, CA, EEUU)  el  cual  incluye un paso de digestión  con ADNasa para 
eliminar  la  contaminación  por  ADN  genómico.  El  ADN  complementario  total  (ADNc)  fue 
sintetizado  con  el  kit  High  Capacity  cDNA  Reverse  Transcription  (Applied  Biosystems,  Life 
Technologies)  siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante.  Los  ADNs  obtenidos  fueron 
empleados  como molde para el análisis por PCR punto  final usando  la Taq ADN polimerasa 
AmpliTaqGold  (Applied Biosystem) y añadiendo en cada caso  los cebadores específicos para 











Gen  Forward (3´‐ Reverse (5´‐3´)  T Prod
β‐actina  AGAGATGGCCAC ATTTGCGGTGGACGATGGAG  5 298 
BMP4  AAAGGGGCTTCC CCGCTGTGAGTGCTTAG  5 386 
BMPRIA  CATTCGATGGCTG TCCATATCGGCCTTTACCAA  5 298 
BMPRIB  CATGCTTTTGCGA CAGGCAACCCAGAGTCATCC  6 197 
ActRIA  GGTTCCCAATGAC CGAGCGAGGTTAGGGTGGTT  6 416 
BMPRII  AAGCGAGGTTGG TTTGGCACACGCCTATTATGT  5 495 
SMAD1  GCAAAGTCGGAA GAGGTGAACCCATTTGAGTAA 6 308 
SMAD4  CAGCACCACCCGC CCAAACATCACCTTCACCTTTA 6 330 
SMAD5  TCCAGCAGTAAAG TGGAAACGTGGCATTTTG 5 487 







GNB2L1 Hs00272002_m1 CCL1 Hs00171072_m1
GATA2 HS00231119_m1 CCL2 Hs00234140_m1
GATA3 Hs00231122_m1 CCL3 Hs00234142_m1
ID2 Hs00747379_m1 CCL4 Hs00237011_m1
ID3 Hs00171409_m1 CCL5 Hs00174575_m1
NFIL3 Hs00993282_m1 CXCL10 Hs01124251_g1
RUNX1 Hs01021971_m1 XCL1 Hs00751481_s1
HES1 Hs00172878_m1 BMPR1B Hs00176144_m1
ETS1 Hs00428287_m1 BMPR2 Hs00176148_m1
PU.1 Hs00231368_m1 BMP2 Hs00154192_m1
SPIB Hs00162150_m1 BMP4 Hs00370078_m1
BCL11B Hs00256257_m1 BMP6 Hs01099594_m1
BMPR1A Hs01034909_g1 BMP7 Hs00233476_m1
RUNX3 Hs00231709_m1 ACVR1 Hs00153836_m1
TBX21 (TBET) Hs00203436_m1 SMAD1 Hs00195432_m1
IL2RB Hs01081697_m1 SMAD4 Hs00929647_m1
LGALS1 Hs00355202_m1 SMAD7 Hs00998193_m1
GZMA Hs00989184_m1 BAMBI Hs00180818_m1
PRF1 Hs00169473_m1 NOG Hs00271352_s1
S1PR5 Hs00928195_s1 TWSG1 Hs00221028_m1






Como  control  endógeno  se  utilizó  el  gen  GNB2L1  (todos  ellos  de  Applied  Biosystem). 
Todas  las PCR  fueron realizadas por duplicado usando el TaqMan Fast Universal PCR Master 
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las  células  generadas  a  partir  de  precursores  BMPRIA+  presentaban  una  actividad  lítica 
significativamente mayor. Asimismo,  la producción de  IFNγ era  significativamente mayor en 





1.5 La  diferenciación  de  las  células  NK  intratímicas  ocurre  a  través  de    un  estadio 
intermedio BMPRIA+ 
Nuestro  siguiente  objetivo  fue  estudiar  si  la  expresión  de  BMPRIA  estaba  ligada  a  la 
diferenciación  de  células NK  intratímicas.  Para  ello,  precursores  CD34+CD1a‐BMPRIA‐  fueron 
cultivados  en  un  ensayo  in  vitro  en  presencia  de  IL‐15  y  SCF,  citoquinas  que  inducen  la 
diferenciación de células NK  21. Tras 48 horas de cultivo, alrededor de un 15% de  las células 
habían adquirido la expresión de BMPRIA. Además prácticamente la totalidad de estas células 
expresaban el marcador CD161, clásicamente  relacionado con el  linaje NK  (Figura 15A). Esta 
correlación se mantuvo durante los siguientes días de cultivo y se acompañaba de una pérdida 
de expresión de CD5 (Figura 15B). Aunque la frecuencia de esta población CD161+BMPRIA+ fue 
incrementando  en  los  días  posteriores,  a medida  que  las  células  adquirían  la  expresión  de 
marcadores  de  células NK  típicos  de  estadios  de  diferenciación más  avanzados,  tales  como 
CD56, CD94 o NKp46,  la expresión de BMPRIA fue disminuyendo. De esta manera, tras 9 días 
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1.6.4 BMP4  es  necesario  para  la  adquisición  de  las  propiedades  funcionales  de  las 
células NK 
Los  resultados mostrados  hasta  el momento  sugerían  un  papel  de  la  vía  canónica  de 
señalización  BMP  en  la  diferenciación  de  estas  células  puesto  que  el  bloqueo  de  la  ruta 




control. Para ello,  llevamos a cabo ensayos  funcionales   con  las células NK generadas en  los 
cultivos, en presencia o ausencia de dorsomorfina, y en igualdad de número de células viables. 
Tras 12 horas de activación con IL‐12 e IL‐15 analizamos la capacidad citolítica de estas células 
frente  a  la  línea  tumoral  K562.  A  diferencia  de  las  células  que  habían  diferenciado  bajo 
condiciones  control,  la  células NK diferenciadas en presencia de dorsomorfina exhibían una 
actividad  citotóxica  significativamente  reducida  (Figura  20A).  Asimismo,  se  estudió  la 
capacidad  de  producción  de  distintas  citoquinas  por  parte  de  estas  células,  y  de  nuevo  las 
células  diferenciadas  en  presencia  de  dorsomorfina  mostraban  una  producción 
significativamente menor tanto de INFγ como de TNFα e IL‐10 (Figura 20B). 
Por  consiguiente,  la  vía  de  señalización  BMP  sería  requerida,  no  sólo  durante  la 
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2.2 Distintos  estadios  de  diferenciación  de  las  células NK  están  presentes  en  el  timo 
humano 
Dado que éramos capaces de  identificar, basándonos en  la expresión de CD161 y CD56, 
distintos  estadios  de  diferenciación  en  la  generación  in  vitro  de  células  NK  a  partir  de 
precursores intratímicos, nos planteamos estudiar si dichos estadios de diferenciación estaban 
también  presentes  en  la  glándula  tímica  in  vivo.  Para  ello,  como  primera  aproximación, 
analizamos por citometría de  flujo  la presencia ex vivo de células CD56+CD3‐ en  la población 
tímica;  de  esta  manera,  identificamos  dos  poblaciones  de  células  NK  de  acuerdo  con  la 
intensidad de expresión del marcador CD56  (Figura 25A), expresando ambas subpoblaciones 
CD161 (Figura 25B). 
La  caracterización  fenotípica  indicó que  la población que expresaba mayores niveles de 
CD56 presentaba características de células NK maduras, puesto que expresaban marcadores 
de células NK típicos de estadios de diferenciación más avanzados (de forma similar a  lo que 




más bajo, por  lo   que estas células podrían corresponderse con un estadio más  inmaduro   de 
diferenciación.  En  la misma  línea,  confirmando  la  naturaleza  inmadura  de  estas  células,  la 
expresión de granzima y perforina fue notablemente menor que en las células NK maduras, es 
decir, con mayor expresión de CD56 (Figura 25D). 
Por  otro  lado,  y  dado  que  en  periferia  las  células NK  CD56dimCD94dim  se  consideran  el 
estadio terminal de diferenciación 61, cabría plantearse que una proporción de  las células NK 
intratímicas  con  este  fenotipo  correspondiera  a  células  NK  periféricas  recirculantes.  Sin 
embargo, descartamos esta posibilidad dado que  las células con una baja expresión tanto de 
CD56 como de CD94 presentes en el  timo humano son mayoritariamente negativas para  los 
marcadores  NKp46,  NKp30,  KIR2DL2/L3  o  KIR3DL1,  y  expresaban  prácticamente  en  su 
totalidad CD117. También, y a diferencia de la población periférica, la expresión del marcador 
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posteriormente por citometría de flujo  la expresión de  INFγ en  las células NK. En general,  las 
células NK  fueron  capaces de  responder a  los distintos agonistas utilizados,  sin embargo,  la 
estimulación  con  Pam3CSK4  (agonista  de  TRL1),  LPS  (agonista  TRL4),  y  PolyI:C  (agonista  de 
TLR3) conllevó un mayor porcentaje de células NK IFNγ+ en estos cultivos (Figura 38B).   
Puesto  que  este  mayor  porcentaje  de  células  IFNγ+  podría  no  deberse  sólo  a  la 
estimulación directa vía TLR de las células NK, el siguiente paso fue analizar el efecto funcional 
de  este  tipo  de  estimulación  en  células NK  intratímicas  purificadas. Dado  que  la  expresión 
basal de TRL1  y TLR3 era muy  superior en esta población  y  la activación  con  sus agonistas, 
Pam3CSK4  y PolyI:C  respectivamente, provocó un mayor efecto  sobre  la expresión de  IFNγ, 




perforina  basales  estaban  en  consonancia,  no  podíamos  descartar  que  el  estímulo  de 
activación elegido no fuera el más adecuado para potenciar este aspecto funcional. Por tanto, 
en  primer  lugar  comparamos  el  efecto  de  los  distintos  estímulos  de  activación  sobre  la 
capacidad citotóxica de las células NK intratímicas.   
Sin  embargo,  el  hecho  de  utilizar  otro  tipo  de  estímulo  de  activación  no  potenció  la 
capacidad  de  las  células  NK  intratímicas  para  lisar  la  línea  tumoral  K562,  puesto  que  la 















































































































































































































































































































expresión  de  BMP2  y/o  BMP6.  Tras  4  horas  de  activación  con  diferentes  estímulos,  se 
producía, en  todos  los casos, un aumento en  los niveles de expresión de BMP2, siendo este 












de  señalización  en  las  células  NK  tras  activación.  Para  ello  comparamos  los  niveles  de 
expresión  de  receptores  y  proteínas  Smad,  así  como  de  diferentes  inhibidores  de  la  vía  de 
señalización BMP, en  las  células NK  aisladas de  sangre periférica  a  tiempo 0  y  tras 12  y 36 
horas de cultivo en presencia de IL‐2, IL‐12 y PolyI:C.  Los resultados obtenidos mostraban un 
aumento tras activación de  los niveles de expresión de  los receptores tipo I, así como de una 
de  las  proteínas BR‐Smad,  Smad1, mientras  que  los  niveles  de  la  proteína  Co‐Smad/Smad4 
apenas  se  veían  modificados  (Figura  41).  Estos  cambios  eran  evidentes  tras  12  horas  de 
estimulación,  y  por  lo  general,  se  mantenían  en  el  tiempo.  En  cuanto  a  la  expresión  de 
componentes  inhibidores  de  la  ruta  de  señalización,  los  niveles  tanto  de  la  proteína  Smad 
Inhibidora/Smad7,  como  del  pseudoreceptor Bambi  o  del  antagonista Noggin,  se  redujeron 
notablemente tras activación de las células NK (Figura 41). 
En  paralelo  al  incremento  de  expresión  de  los  componentes  activadores  de  la  vía  de 
señalización  que  acontecía  en  las  células NK  tras  su  estimulación,  tenía  lugar  una  drástica 
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la  capacidad  de  producción  de  IFNγ,  observando  una  disminución  significativa,  dosis 
dependiente,   cuando se activaban  las células NK en presencia de DMH1  (Figura 46A). Estos 








Para conocer si esta  reducción de  los niveles de  IFNγ  tras el  tratamiento con DMH1 era 
dependiente  del  estímulo  utilizado,  llevamos  a  cabo  ensayos  de  activación  de  células  NK 
utilizando  la  línea  tumoral K562. Aunque  los niveles de producción de  la  citoquina en estos 































































Figura  46.  Efecto  de  DMH1  en  la  producción  de  INFγ.  Células  NK  purificadas  fueron  estimuladas  con  IL‐2 
(50ng/ml) + IL‐12 (10ng/ml) + PolyI:C (12,5µg/ml) en ausencia (DMSO)  o presencia de concentraciones crecientes 
de DMH1. Tras 12 horas de activación se analizó mediante ELISA la cantidad de INFγ en los sobrenadantes de los 
distintos  cultivos  (A)  así  como  la  expresión  por  PCRq  de  TBET  en  las  células  NK  cultivadas  (B).  Las  gráficas 
muestran  la  media  (±  desviación  estándar)  de  3  experimentos,  de  la  cantidad  de  IFNg  producida  (A)  o  la 











con  IL‐2,  IL‐12 y PolyI:C. De este modo, observamos que no sólo  los niveles de  IFNγ se veían 
reducidos,  sino  que  también  disminuían  los  niveles  de  secreción  de  otras  citoquinas 
proinflamatorias como IL‐6 o GM‐CSF, o de  la citoquina  inmunomoduladora IL‐10, cuando  las 
células NK eran activadas en presencia de distintas dosis de DMH1. Respecto a  la producción 
de  quimioquinas,  también  observamos  una  disminución  de  los  niveles  de  secreción  de 









































































Figura  47.  Efecto  de  DMH1  en  la  producción  de  citoquinas  y  quimioquinas.  Células  NK  aisladas  fueron 
activadas  con  IL‐2  (50ng/ml) +  IL‐12  (10ng/ml) + PolyI:C  (12,5µg/ml),  solas  (DMSO) o  tratadas  con distintas 
dosis de DMH1. Tras 12 horas de  cultivo,  los  sobrenadantes  fueron  recogidos  y  se analizó mediante CBA  la 
cantidad de IL‐6, GM‐CSF, IL‐10, CCL5/RANTES, CXCL10/IP‐10, CCL2/MCP‐1.  Los datos representan la media (± 


















































































































































































































































































































lítica  de  los  ensayos  de  citotoxicidad  con  
células  NK  activadas.  Células  NK  aisladas 
fueron activadas con IL‐2 (50ng/ml) + IL‐12 
(10ng/ml)  +  PolyI:C  (12,5µg/ml).  Tras  12 
horas  las  células  fueron  recogidas  y 
cultivadas  con  la  línea  tumoral  K562,  en 
ausencia  (DMSO) o presencia del  inhibidor 
DMH1, durante 4 horas. Tras este periodo 
de  tiempo  se  determinó  la  actividad 
citolítica  utilizando  un  ensayo  de 
citotoxicidad  LDH.  La  gráfica  muestra  la 
media ± desviación estándar del porcentaje 
de  lisis específica de distintos  ratios  célula 






































































































































































































































































El  timo  humano  es  colonizado  por  progenitores  hematopoyéticos  caracterizados  por  
expresar altos niveles de CD34. Esta población CD34brightCD1a‐, incluida dentro de la población 





La  expresión  de  BMP4  en  timo  fue  descrita  por  primera  vez  en  ratón  por  Outram  y 
colaboradores en el año 2000 215, y desde entonces se han publicado otros trabajos en los que 
se  ha  ahondado  en  el  papel  del  morfógeno  en  el  mantenimiento  de  los  precursores 
intratímicos  y  en  la diferenciación hacia  células  T. De  esta manera,  en  el modelo de  ratón, 
BMP4 inhibe  la proliferación de los timocitos DN, y bloquea su diferenciación hacia el estadio 
DP 216,218.  
Efectos  similares  de  BMP4  fueron  descritos  por  nuestro  grupo  en  timo  humano  221. 
Asimismo,  resultados  de  este  trabajo  muestran  que  la  adición  de  BMP4  a  los  cultivos 
organotípicos  tímicos  reconstituidos  con  la  población  de  precursores  más  tempranos 
CD34+CD1a‐  de  timo  humano  bloquea  la  diferenciación  hacia  el  linaje  T,  provocando  un 
aumento de dichos precursores respecto a los cultivos control, así como un fuerte incremento 





población de precursores,  las células CD34brightCD33+  representan  los ETPs que mantienen el 
potencial  linfomieloide 39,262.   Sin embargo, se han descrito también progenitores  intratímicos 
bipotenciales  T/NK  y  NK/DC  81,164,165,171,176,248.  Si  estos  progenitores  más  comprometidos 
diferencian en el  timo a partir de  los ETPs o  si  la población de progenitores que coloniza  la 
glándula es heterogénea, es hoy una cuestión abierta.  Nuestros datos reflejan que alrededor 
del 20% de  los precursores  intratímicos tempranos CD34+CD1a‐ expresan el receptor de BMP 
tipo  IA.  Además,  la  caracterización  fenotípica  de  esta  población muestra  que  estas  células 
CD34+CD1a‐BMPRIA+  presentan  características  típicas  de  precursores  de  células  NK.  La 
expresión mayoritaria  de marcadores  como  CD161,  CD122/IL‐15Rβ  y  CD215/IL‐15Rα  en  los 





resultados,  Poggy  y  col  263  describieron  la  expresión  del  antígeno  CD161  en  una  pequeña 
fracción  de  progenitores  intratímicos  CD34+CD117+.  Estas  células  eran  capaces  de  generar 
células citolíticas    tras su cultivo con  IL‐2,  lo que apuntaría su naturaleza de progenitores de 
células NK.  Dadas  sus  características  fenotípicas,  esta  población  descrita  por  otros  autores 
podría estar incluida en la subpoblación CD34+CD1a‐BMPRIA+ descrita en el presente trabajo.  
Igualmente,  la  expresión  de  CD215  y  CD122  es  también  mayor  en  la  población  de 
precursores CD34+CD1a‐ que expresan BMPRIA que en la que no lo expresa, lo cual sugiere la 





La  expresión  mayoritaria  de  otros  marcadores  como  CD117  y  CD127/IL‐7Rα  en  la 
población CD34+CD1a‐BMPRIA+  también pone de manifiesto  la  relación de estos precursores 
con el  linaje NK. CD117 ha  sido utilizado,  junto con CD94, para definir estadios discretos de 
diferenciación  de  células  NK  en  ganglio  linfático  humano,  siendo  su  expresión  una 






La  expresión de CD116  y CD135,  receptores para GM‐CSF  y  FLT3L  respectivamente, ha 
sido  relacionada  con precursores  con  capacidad para  generar  células NK  y DCs  164,267. De  la 
misma  forma,  las  células  CD34+CD1a‐BMPRIA+  exhiben  una  mayor  expresión  de  ambos 
marcadores que las células CD34+CD1a‐BMPRIA‐.   
Las diferencias en cuanto a la expresión de otros marcadores como CD7, CD44, CD45RA o 











en  dos  subpoblaciones  con  distinto  potencial  de  diferenciación.  Por  un  lado,  células 
CD34loCD44loCD5+ que aunque son capaces de generar células NK, generan fundamentalmente 
células  T,  y  por  otro,  células    CD34loCD44hiCD5lo/‐  que  son  capaces  de  generar  DCs  pero 
también, y con mucha mayor eficacia que la población anterior, células NK 248. En este sentido, 










de  transcripción    ha  sido  analizada  en  el  presente  trabajo,  llevando  a  cabo  un  estudio 
comparativo  del  perfil  transcripcional  de  los  precursores  CD34+CD1a‐BMPRIA+  frente  a  los 
BMPRIA‐. Estos resultados de nuevo sugieren la relación entre los precursores que expresan el 
receptor de BMP tipo IA y el linaje NK.  
En  el  año  2009  investigaciones  de  dos  laboratorios  independientes  identificaban NFIL3 
como  un  factor master  y  específico  para  la  diferenciación  y maduración  de  las  células NK. 
Ratones  deficientes  para  este  factor  de  transcripción  presentaban  una  alteración  en  la 
generación de células NK, que se traducía en una fuerte reducción en el número de células NK 
en  periferia  sin  afectar  a  otras  poblaciones  linfoides.  Además,  estas  células  NK  exhibían  
defectos en la maduración y en sus capacidades funcionales 76,77. Sin embargo, posteriormente 
se han publicado otros trabajos en los que se rebate la especificidad de este factor, puesto que 
no  sólo  parece  ser  necesario  para  la  diferenciación  de  otros  tipos  celulares  como  las  DCs 
convencionales  CD8α+  de  ratón  270,  sino  que  además  las  diferentes  vías  de  diferenciación 
descritas para  las células NK de ratón también parecen tener requerimientos diferenciales de 













Además  de  NFIL3,  numerosos  trabajos  describen  la  importancia  de  las  proteínas  Id, 
principalmente  Id2  e  Id3,  en  la  diferenciación  de  las  células  NK  79‐81,272,273.  En  humano,  la 
expresión forzada de Id2 e Id3 en progenitores tímicos inhibe su diferenciación hacia células T 
y  promueve  la  generación  de  células  NK  80,81.  No  obstante,  la  relevancia  de  Id2  en  el 
compromiso  de  los  progenitores  linfohematopoyéticos  hacia  el  linaje  NK  no  está  del  todo 
clara, puesto que ratones deficientes para ID2 muestran un número normal de precursores de 
células  NK  así  como  células  NK  inmaduras  en  médula  ósea,  si  bien  tienen  una  severa 
deficiencia de células NK maduras en periferia 79. 
Nuestros  resultados  indican  que  los  precursores  CD34+CD1a‐BMPRIA+  expresan  niveles 
altos de ID3. En el caso de ID2, los niveles de expresión, inicialmente bajos, aumentan durante 
la diferenciación in vitro de las células NK a partir de precursores BMPRIA‐, alcanzando niveles 
de  expresión  muy  elevados  en  las  células  NK  diferenciadas.  De  acuerdo  con  lo  descrito 
previamente en ratón 79, nuestros resultados sugieren la cooperación de ambas proteínas Id en 
la diferenciación de las células NK, donde actuarían de manera secuencial. De este modo, Id3 
participaría  en  el  compromiso  de  estos  precursores  hacia  el  linaje  NK  mientras  que  Id2 
participaría en estadios posteriores de diferenciación. 
Por otra parte, cabe destacar que  los niveles de expresión de GATA2 son muy superiores 
en  los precursores BMPRIA+. Aunque  los datos en  la  literatura son escasos, recientemente se 
ha descrito la importancia de este factor en la diferenciación de células NK en humano, puesto 
que  mutaciones  en  GATA2  causan  una  severa  deficiencia  de  células  NK  que  afecta 
fundamentalmente a la población CD56bright 274.  
Sin embargo, de forma similar a  lo observado en el caso de  ID2,  los niveles de expresión 
de GATA3 en  los precursores CD34+CD1a‐BMPRIA+  son muy  similares a  los exhibidos por  los 
precursores  CD34+CD1a‐BMPRIA‐.  No  obstante,  la  expresión  del  factor  de  transcripción  
también  aumenta  durante  la  diferenciación  in  vitro  de  las  células  NK  intratímicas.  Estos 











células NK CD3‐CD161+CD56+,  en detrimento de  la  generación de  timocitos,  incluso bajo un 
ambiente  favorable  a  la diferenciación de  linfocitos  T.  Las  células NK  generadas  en  cultivos 
reconstituidos  con  precursores  BMPRIA+  o  BMPRIA‐  expresan  mayoritariamente  los 
marcadores CD94 y NKp46, sugiriendo que ambas subpoblaciones de progenitores son capaces 
de  dar  lugar  en  un microambiente  tímico  a  células  NK maduras,  si  bien  en  proporciones 
drásticamente  diferentes.  En  este  sentido,  las  diferencias  en  cuanto  a  la mayor  capacidad 
citotóxica  y  la mayor  secreción  de  IFNγ  exhibidas  por  las  células  presentes  en  los  cultivos 




Asimismo,  el  modelo  in  vitro  de  generación  de  células  NK  a  partir  de  precursores 
CD34+CD1a‐BMPRIA‐  utilizado  en  este  trabajo  nos  permitió  estudiar  la  regulación  de  la 
expresión de BMPRIA durante la diferenciación de las células NK. La expresión del receptor se 
relaciona  con  la  aparición  temprana  de  un  precursor  CD34+CD161+,  población  que  podría 
corresponderse  con  la  descrita  por  Poggy  y  col  263.  Esta  correlación  entre  la  expresión  de 
CD161  y  BMPRIA  se mantiene  a  lo  largo  del  cultivo,  no  sólo  en  los  primeros momentos, 
asociada  a  estos  precursores  CD34+CD161+,  sino  también  en  estadios  posteriores 
correspondientes  a  células  NK  inmaduras  CD34‐CD5‐CD161+CD56+.  La  frecuencia  de  esta 
población  aumenta  en  los  días  posteriores  de  cultivo,  y  a medida  que  las  células  expresan 




Durante  la diferenciación  in  vitro de  células NK a partir de precursores  intratímicos, no 
sólo incrementa el porcentaje de células BMPRIA+ sino que también aumenta la producción de 
su  ligando  BMP4  a  lo  largo  del  cultivo,  señalando  un  posible  papel  autocrino  de  la  vía  de 
señalización durante la diferenciación. La relevancia de esta vía se pone de manifiesto cuando 









las células NK, puesto que el bloqueo de  la misma con el  inhibidor dorsomorfina  reduce  los 
niveles  de  expresión  de  CD122  así  como  de  factores  de  transcripción  relacionados  con  las 
células  NK,  principalmente  NFIL3,  ID2,  ID3  y  RUNX3.  Al  contrario,  la  estimulación  de  la 




BMP  podría  estar  involucrada  en  la  generación  de  una  subpoblación  de  células  capaces  de 
responder a IL‐15, probablemente mediante la regulación positiva de los niveles de expresión 
de  ID2,  ID3 y RUNX3. Las proteínas  Id y  los  factores de  transcripción RUNX  son  importantes 
genes  diana  de  la  señalización  BMP  en  diferentes  tipos  celulares  193,239,276,  incluidos  los 
precursores CD34+ de  timo humano, como así sugieren nuestros resultados.   A su vez, se ha 
descrito  la  implicación de  las proteínas  Id2 e  Id3 en el  incremento de una  subpoblación de 
progenitores  tímicos    humanos  CD1a‐CD5+  dada  su  capacidad  para  reprimir  la  función  de 
proteínas  E,  principalmente HEB,  que  conlleva  la  inhibición  del  desarrollo  de  células  T  80,81. 
Asimismo, se ha descrito  la expresión de RUNX3 a  lo  largo de  la diferenciación de  las células 
NK, desde células precursoras hasta células NK maduras, así como  la capacidad de RUNX3 de 
unirse a la región promotora de CD122 y de esta forma, regular positivamente la expresión de 
la  cadena    del  IL‐15R  en  estadios  tempranos  de  diferenciación  de  las  células  NK  277.  Por 
último, nuestros  resultados muestran que  la expresión de NFIL3  también es  regulada por  la 
señalización  BMP,  y  en  relación,  otros  autores  han  indicado  que  la  acción  de  NFIL3  está 
mediada por ID2 76.    
No obstante queda por determinar qué factor o factores contribuyen a generar un pool de 
precursores  capaces  de  responder  a  BMP  puesto  que  nuestros  resultados muestran  que  a 
partir de precursores BMPRIA‐ se generan células BMPRIA+. Entre estos  factores podría estar 
implicado  SCF,  producido  por  células  del  estroma  tímico  278  y  cuyo  receptor,  CD117,  es 
expresado  por  los  progenitores  que  no  expresan  BMPRIA.    Además,  nuestros  resultados 
sugieren que el cultivo de esta subpoblación a corto plazo en presencia únicamente de esta 






Por  otra  parte,  diferentes  trabajos  han  señalado  que  IL‐15  juega  un  papel  esencial 
promoviendo  la  supervivencia, proliferación  y diferenciación de precursores  comprometidos 
con  el  linaje  NK  79,81,176,264.  En  este  contexto,  nuestros  resultados  muestran  que  tanto  la 
expresión de BMPRIA   como  la producción del  ligando BMP4 es  inducida por IL‐15,  indicando 
que IL‐15 promueve la señalización autocrina de BMP4 durante la diferenciación de las células 
NK.  Además  la  inhibición  de  la  vía  de  señalización  de  BMP  disminuye  la  proliferación  y  la 
supervivencia inducida por IL‐15 en las células NK que se están diferenciando, apuntando que 











15, así como  ratones deficientes para CD122 que  sobreexpresan del  factor de  supervivencia 
Bcl‐2,  indican  que  en  los  últimos  estadios  de  diferenciación,  IL‐15  participa  induciendo  la 
supervivencia de células NK maduras y la adquisición de sus funciones efectoras 279,280. 
Por  otra  parte,  nuestros  resultados  ex  vivo  indican  que  en  el  timo  humano  se  puede 
describir una secuencia de diferenciación del linaje NK equivalente a la previamente reportada  
por Freud y col. en ganglio linfático 43.  Estos autores establecieron cuatro estadios discretos de 
diferenciación,  (i)  estadio  1  o  pro‐NK,  células  CD34+CD117‐CD94‐,  (ii)  estadio  2    o  pre‐NK, 
células CD34+CD117+CD94‐,  (iii)  estadio  3 o NK  inmaduras,    células CD34‐CD117+CD94‐  y  (iv) 
estadio 4,   células CD34‐CD117+/‐CD94+. La expresión de CD56 era baja, o  incluso nula en  las 
células  del  estadio  3,  pero  se  incrementaba  hasta  alcanzar  altos  niveles  y  presentar  un 
fenotipo CD56bright en el estadio 4. Según nuestro modelo de diferenciación,  los precursores 
CD34+CD1a‐BMPRIA+  podrían  ser  equivalentes  al  estadio  2  o  células  pre‐NK, 
CD34+CD117+CD94‐,  ya  que  comparten  numerosas  características  fenotípicas  como  la 
expresión de CD117, CD45RA,  o CD161, e incluso según nuestros resultados la de  BMPRIA, así 






la  misma  manera  que  ocurre  con  células  del  estadio  2  o  pre‐NK  de  órganos  linfoides 
secundarios. Los precursores  intratímicos CD34+BMPRIA+ avanzan hacia un estadio de células 
NK  inmaduras BMPRIA+  caracterizado por  la pérdida de  expresión de CD34  y  la  adquisición 
progresiva de CD56. Estas células además expresan CD117 pero no CD94, siendo equivalente al 
estadio 3 de diferenciación descrito por Freud y col 43. En este punto, es  interesante resaltar 
que  a  pesar  de  expresar  todavía  una  baja  intensidad  de  CD56,  según  el  fenotipo  exhibido 
(NCRs‐KIR‐CD16‐CD57‐) estas células no se corresponden con células NK   CD56dim recirculantes 
58‐61.  Finalmente,  siguiendo  con  la  secuencia  de  diferenciación,  la  pérdida  de  expresión  de 
BMPRIA  así  como  la  mayor  expresión  de  CD56  y  la  adquisición  de  diferentes  receptores 
activadores  e  inhibidores  completan  la  diferenciación  de  estas  células  NK  maduras 
intratímicas,  que  dado  sus  características  fenotípicas  podemos  equiparlas  al  estadio  4  de 
diferenciación de células NK en ganglio linfático.  
Por tanto, estos resultados describen por primera vez una secuencia de diferenciación de 
las  células  NK  el  timo  humano.  Además,  los  resultados  obtenidos  en  el  presente  trabajo 
muestran  que  la  expresión de BMPRIA  identifica  una población de  precursores  intratímicos 





como  una  población  residente  o migran  participando  en  el  pool  de  células  NK  periféricas. 
Aunque  los datos  referentes  a  la  salida de  las  células NK de  los distintos órganos  son muy 
escasos,  se ha descrito  la  implicación  de CXCR4  y de  S1P5  en  el  control de  la  salida de  las 
células NK de la médula ósea de ratón 252 281. De esta forma, mientras que CXCR4 retiene a las 
células  NK  en  la  médula  ósea,  S1P5  promueve  su  salida  de  este  órgano  252  y  regula  la 
recirculación  de  estas  células  253.  La  expresión  de  estos  marcadores  en  las  células  NK 
intratímicas sugiere que estas células no abandonan el timo una vez diferenciadas, ya que  la 




parece  funcionar  de manera  contraria,  puesto  que  se  ha  descrito  que  CXCL12,  ligando  de 
CXCR4, puede actuar como un quimiorrepulsor, participando en la emigración de los timocitos 






la  glándula  tímica  de  linfocitos  que  han  completado  el  proceso  de  diferenciación.    En  este 
sentido,  los  cambios  en  la  expresión  de  estos  receptores  a  medida  que  las  células  NK 
diferencian, así como el fenotipo de  las células NK  intratímicas maduras, CD69+CD44+CD62L+/‐




en  el  timo,  puesto  que  esta  población  presenta  características  fenotípicas  y  funcionales 
similares a las que ellos describen para las células NK de timo de ratón como es la expresión de 
CD127  y  del  factor  de  transcripción  GATA‐3  88.  Sin  embargo,  de  acuerdo  con  nuestros 
resultados, así como con los de otros autores 81,178, la expresión de CD127 en las células NK de 
timo humano no es mayoritaria en esta población. Asimismo,  trabajos posteriores en  ratón 
han descrito que  la expresión de CD127 no es exclusiva de  las células NK  intratímicas 177. Por 
otro lado, si bien en humano las células NK intratímicas expresan GATA3, los niveles son muy 
inferiores a los presentados por las células CD56bright, incluso significativamente inferiores a los 
de  las células CD56dim. Por  tanto, nuestros  resultados  indican por un  lado que  las células NK 
diferenciadas  en  el  timo  humano  mayoritariamente  se  mantendrían  como  una  población 
residente, y por otro rebaten  la hipótesis de Vosshenrich y col ya que  la población de células 
NK CD56bright de sangre periférica no parece tener un origen tímico en el caso humano. 
El  hecho  de  que  las  células  NK maduras  permanezcan  en  el  timo  sugiere  una  posible 
función dentro del órgano como ha sido descrito para otros tejidos donde existe una población 
de  células  NK  residentes  38,43,48,107,109‐113.  En  esta  línea,  nuestros  resultados  indican  que  las 
células  NK  intratímicas  exhiben  características  fenotípicas  particulares.  De  esta  forma, 
mientras que la expresión de CD94, NKp46 o NKp44 es similar a la exhibida por la población de 
células CD56bright de sangre periférica,  los niveles de expresión del antígeno CD16 y de  los KIR 
inhibidores  presentan  un  patrón más  similar  a  las  células  CD56dim  periféricas.  En  cuanto  al 
patrón de expresión de receptores de citoquinas, nuestros resultados indican que como se ha 
descrito previamente para  las  células NK de otras  localizaciones,  las  células NK  intratímicas 
maduras expresan receptores para IL‐15, IL‐18 e IL‐7. Como ocurre en periferia, las DCs tímicas 
podrían ser fuente de estas citoquinas junto al epitelio medular cuya capacidad para producir 
dichos  factores  ha  sido  previamente  demostrada  287‐289.  Con  respecto  a  los  receptores  de 











Por  otra  parte,  las  células  NK  presentes  en  otros  órganos  como  hígado  o  decidua 
presentan diferentes características en cuanto a  la capacidad citotóxica, tanto en condiciones 
basales como tras activación, existiendo diferentes factores capaces de modular esta actividad 
38,43,48,107,109‐113. Así en el hígado,  si bien existen evidencias que muestran que  las  células NK 
hepáticas son capaces de lisar células diana de manera incluso más eficiente que las células NK 
CD56dim de sangre periférica 292,293, en condiciones basales  la actividad citolítica de  las células 
NK en este órgano está  inhibida a  través de  factores producidos por otras células hepáticas, 




células NK de  formar una sinapsis  inmunológica apropiada 294,  (ii)  la expresión de receptores 
inhibidores para HLA‐C, HLA‐E y/o HLA‐G expresados por células del trofoblasto 113,255,256 o (iii) 
la expresión de L‐Galectina 257). Sin embargo, esta población contiene grandes cantidades de 
granzima  y  perforina,  lo  cual  sugiere  que  las  células NK  de  la  decidua  son  potencialmente 





en  presencia  de  TGFβ  296.  Estos  datos  sugieren  que  las  células  NK  presentan  una  gran 
plasticidad en función del microambiente en el que se encuentren. Como en el caso del hígado 
y  del  útero,  nuestros  resultados  apuntan  a  que  las  células  NK  presentes  en  timo  humano 
presentan una baja capacidad citotóxica de  la que sería responsable un conjunto de factores 
que,  como  en  los  sistemas  comentados  anteriormente,  incluiría  la  reducida  expresión  de 
granzima y perforina, la expresión mantenida tanto de TGFβ como de Smad3 tras activación, la 







el  papel  de  las  NK  intratímicas  se  relacionaría  entonces  más  con  una  función  
inmunomoduladora que con una función citotóxica. Como ha sido descrito en periferia 28,297‐299, 
la producción de IFNγ por las células NK podría contribuir a la activación de las DCs tímicas que 
a  su  vez  y  a  través  de  la  secreción  de  IL‐12,  IL‐15  o  IL‐18,  podrían  activar  a  las  células NK 
estimulando  la producción de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias por parte de estas 
últimas.  Asimismo,  las  células NK  intratímicas  producen  niveles  significativamente mayores 
que  las  células  NK  de  periferia  de  otras  quimioquinas  proinflamatorias  como  CXCL10  e 




Además,  nuestros  resultados  preliminares  indican  que  las  células NK  co‐localizan  con    DCs 
plasmacitoides intratímicas, y que éstas expresan altos niveles de CXCR3, receptor de CXCL10, 
quimioquina  producida  en  grandes  cantidades  por  las  células  NK  intratímicas  estimuladas. 
Finalmente, resultados de nuestro grupo también  indican que diferentes poblaciones de DCs 
intratímicas expresan altos niveles de CCR2, receptor capaz de responder a CCL2, quimioquina 
que ha  sido  relacionada  con  la  inducción de  tolerancia en el  timo  301 y que  según  los datos 
presentados  en  el  presente  trabajo  es  secretada  por  las  células  NK  intratímicas  tras  su 
activación.  Los  resultados  anteriores  sugieren  por  tanto,  que  como  en  periferia  13,28,138, 
también en el timo las células NK y las DCs establecerían un cross‐talk cuya relevancia está por 
establecer.   Recientemente se ha demostrado  la  implicación de DCs, tanto convencionales 302 
como plasmacitoides 303,   en  la diferenciación de células T reguladoras en el timo humano. Si 
las  células NK  intratímicas participan de  alguna  forma  en  la  regulación de  este proceso, de 
manera similar a lo que ocurre tanto en útero como en hígado 112,113 es algo que actualmente 
estamos evaluando. 
Por  otra  parte,  la  activación  de  las  células  NK  no  es  únicamente  dependiente  de  las 
citoquinas liberadas por otras células innatas, pudiendo ser también conseguida a través de la 
estimulación  TLRs  capaces  de  reconocer  patrones  moleculares  asociados  a  patógenos 

















TLR, sino que requiere de  la  interacción con células accesorias, como DCs, para  la producción 




CMV, pueden  ser  reconocidos directamente por  las células NK,  la mayoría de  los patógenos 
son  reconocidos de  forma  indirecta y  se  requiere de  señales derivadas de otras poblaciones 
celulares. De  esta  forma,  en muchas ocasiones,  las  células NK  aisladas de  sangre periférica 
fallan  en  la  respuesta  frente  a  patógenos mientras  que  no  lo  hacen  si  son  estimuladas  en 
presencia de otros tipos de células 305. 
Aunque tradicionalmente el timo ha sido considerado   un órgano  inmune privilegiado,  lo 
cierto  que  es  que  su  función  está  afectada  durante  la  infección  por múltiples  patógenos, 
incluidas algunas bacterias 306,307. La infección tímica por Mycobacterium ha sido descrita tanto 
en humano 308 como en modelos animales, donde la infección experimental con M. avium y M. 
tuberculosis  conduce al establecimiento de  la  infección en el  timo de  los  ratones  infectados 
309,310.   
Como  ya  hemos  comentado,  las  células  NK  son  capaces  de  actuar  frente  a  diversos 




después de  la  infección,  llegando a ser significativos cuando  la carga bacteriana ha alcanzado 
su punto máximo en el timo. 
En ambos casos  la  infección del timo conlleva una respuesta  inmune caracterizada por  la 














el  control  de  la  infección  por Mycobacterium,  especialmente M.  tuberculosis    313.  Entre  los 
diferentes mecanismos de reconocimiento por parte de las células NK de las células infectadas 
que han  sido descritos,  se  incluye  tanto  la expresión de  ligandos de  receptores  activadores 
como  NKG2D,  NKp46  o  NKp44,  como  el  reconocimiento    vía  TLR,    principalmente  TLR2. 
Asimismo,  TLR2  actúa,  en  ocasiones,  junto  con  TLR1  316,  cuyos  niveles  de  expresión,  según 
muestran  nuestros  resultados,  son  superiores  a  otros  TLRs  en  las  células  NK  intratímicas. 
Además, se ha descrito que esta respuesta se regula fuertemente en presencia de citoquinas 




o  indirecta  la presencia en el órgano de patógenos  como Mycobacterium  y participar en  la 
eliminación de los mismos, bien mediante la producción de citoquinas como IFNγ o TNFα, bien 
mediante  la producción de otros  factores  como CXCL10,  responsables del  reclutamiento de 
células T periféricas y del inicio de la fase adaptativa de la respuesta inmune en el órgano. 
La última parte de los resultados del presente trabajo se centra en el estudio del papel de 
la vía de  señalización BMP en  la  funcionalidad de  las  células NK de  sangre periférica. Como 
hemos comentado anteriormente, los escasos datos presentes en la literatura en relación con 
el papel de  los componentes de  la superfamilia TFGβ en  la biología de  las células NK se han 
centrado en el estudio de dos de sus miembros fundamentales como son Activina A o TGFβ1 
155,241,242,244,245,317.  Ambas  proteínas  ejercen  un  efecto  inhibitorio  en  la  funcionalidad  de  las 
células NK. Así, TGFβ inhibe la capacidad citolítica  y la capacidad  de producción de citoquinas 
de  las células NK, así como  la expresión de NKp30 o NKG2D 155,242,317 y resultados similares se 





influye en  la actividad  lítica de  las células NK 241.   Por el contrario y como ha sido descrito en 
otros  sistemas  226,236,238,239 nuestros datos  indican que  la activación de  la  vía de  señalización 
BMP tendría un papel positivo en la funcionalidad de las células NK y por lo tanto contrario a lo 
descrito para otros miembros de esta familia.  
Las  células  NK  en  estado  basal,  expresan  los  receptores  necesarios  para  responder  a 
ligandos BMP. Asimismo,  la expresión de estos receptores y de otros componentes de  la vía 
como las proteínas Smad1 (BR‐Smad) o Smad4 (Co‐Smad) necesarias para la transducción de la 
señal  179,180,317  aumenta  de  manera  significativa  en  las  células  NK  activadas.  Igualmente 
también se observa un incremento en la fosforilación de las BR‐Smad. A su vez, componentes 
que regulan negativamente la señalización BMP 179,180,317 se ven disminuidos y, de acuerdo a lo 
previamente  descrito  por  otros  autores  317,  la  expresión  de  TGFβ  y  de  Smad3,  R‐Smad 
necesaria para dicha señalización, disminuye también tras activación de las células NK.  
La activación de  la vía  canónica de  señalización BMP así  como  la expresión de  ligandos 
BMP  tras  la  activación  de  las  células NK,  sugieren  un  papel  autocrino  de  dicha  vía  en  este 
proceso. El bloqueo de  la vía de señalización BMP no afecta a  la viabilidad de  las células NK 
activadas,  pero  reduce  significativamente  su  capacidad  proliferativa.  Como  ya  hemos 
comentado anteriormente,  la participación de  la vía de señalización BMP en este proceso no 
es  un  hecho  aislado,  sino  que  BMP  juega  un  papel  importante  en  la  regulación  de  la 
proliferación de diversos tipos de células del sistema inmune 222‐224,228,230.  
Asimismo, nuestros  resultados muestran que  la  señalización BMP  también  es necesaria 
para  la secreción de  factores solubles, puesto que el bloqueo de  la vía conlleva una acusada 
disminución en la capacidad de producción de distintas citoquinas y quimioquinas. Entre ellas 
cabe destacar  la  reducción observada en  la  secreción de  IFNγ,  citoquina que  representa un 
mecanismo  importante  en  la  primera  línea  de  defensa.  Efectos  positivos  de  la  señalización 





anteriores,  también disminuye  la producción  IFNγ  tras  activación  con  la  línea  tumoral K562 
cuando se inhibe la señalización BMP.   










entre  las células NK y  las DCs es clave en  la respuesta  inmune 28,138,139). Ya hemos comentado 
con  anterioridad  el  papel  que  podrían  jugar  las DCs  en  la  activación  de  las  células NK,  sin 
embargo,  las células NK  también son capaces de  influir en  la biología de  las DCs puesto que 
pueden  inducir  su  maduración  y  su  capacidad  inmunoestimuladora,  pero  también  bajo 
condiciones de  inflamación  las células NK pueden  lisar  las DCs  inmaduras con el objetivo de 
prevenir  la  inducción de tolerancia. El hecho de que tenga  lugar un proceso u otro depende, 
entre otras razones, del ambiente y del ratio entre ambas poblaciones 28,138,139,318).  
Los  datos  presentados  en  este  trabajo  indican  que  el  proceso  de maduración  de  DCs 
inducido  por  las  células  NK  activadas  también  se  ve  afectado  cuando  las  células  NK  son 
estimuladas en presencia del inhibidor de la vía de señalización BMP, puesto que estas células 
no  son  capaces de  inducir  correctamente  la maduración de DCs  inmaduras. Este  fallo en  la 
maduración  de  las  DCs  podría  modificar  la  respuesta  de  otros  tipos  celulares,  como  los 
linfocitos T citotóxicos, puesto que las células NK pueden influir directa o indirectamente en la 
presentación antigénica cruzada de las DCs con células CD8+, como ha sido descrito en humano 
mediante modelos  in vitro de presentación cruzada contra antígenos  tumorales  139,319,320. De 
esta forma, se generaría una respuesta inmune deficiente contra el tumor. 
Por tanto, nuestros datos muestran que la señalización BMP actúa a múltiples niveles en la 





sufrido  una  recaída,  tienen  una  expresión  reducida  de  BMPRIA  321.  Estas  células  presentan 
además  una  menor  expresión  de  marcadores  de  activación,  como  CD69  o  de  receptores 









de  pacientes  con  determinados  tipos  de  cáncer  podrían  tener  una menor  capacidad  para 
responder a  ligandos BMP,  lo cual podría  influir en su estado de activación y en su capacidad 
funcional para establecer una respuesta inmune competente capaz de erradicar el tumor.    
Además,  la presencia de Noggin u otros  inhibidores de  la vía de señalización BMP en el 
ambiente  tumoral  tal  y  como  han  sido  descritos  previamente  322‐324,  podría  suponer  un 
mecanismo de escape de  las células tumorales, puesto que  la funcionalidad de  las células NK 
podría verse gravemente afectada tal y como muestran nuestros resultados.  

























1. La  expresión  de  BMPRIA    identifica  en  el  timo  humano  una  subpoblación  de 
precursores con capacidad para diferenciar fundamentalmente a células NK.   
2. En  humano,  la  señalización  BMP  promueve  la  diferenciación  de  las  células  NK 
intratímicas regulando positivamente la expresión de factores de transcripción master  
así como  la expresión de  los componentes del receptor para  IL‐15. Asimismo, regula 
junto  con  IL‐15,  la  proliferación  y  la  supervivencia  de  las  células  NK  intratímicas  
siendo además necesaria para la adquisición de sus capacidades funcionales. 
3. Las  células  NK  diferenciadas  en  el  timo  se  mantendrían  en  el  órgano  como  una 
población  de  células  NK  residentes  con  características  fenotípicas  y  funcionales 
específicas,  que  incluyen  la  producción  tras  activación  de  las  quimioquinas  XCL1, 
CXCL10, CCL2 y CCL5 así como una reducida capacidad citotóxica.  
4. La  señalización BMP  autocrina  es  requerida para  la  funcionalidad de  las  células NK 


















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































NK  cells are a  subset of  lymphoid  cells  that play a  fundamental  role  in defense against 
intracellular  pathogens,  tumor  surveillance,  and  the  production  of  cytokines  that  promote 
adaptive immune responses 1. NK cells develop from CD34+ hematopoietic precursor cells, and 
it  is  generally  accepted  that bone marrow  is  the main  site of NK  cell development  in  adult 
humans  1,2.  However,  several  reports  have  shown  that  hematopoietic  precursors  and 
developing  NK  cells  also  can  be  found  in  human  adult  intestine  3,  uterus  4,  liver  5,  and 
secondary lymphoid tissues, such as lymph nodes and tonsils 6. The thymus also is considered a 
site of NK cell development because mature NK cells and multipotent as well as bipotent T/NK 
and NK/dendritic  cell  (DC)  precursors  can  be  isolated  from  human  postnatal  thymus,  but  a 
complete pathway of NK cell differentiation at this site has not been defined in humans 7‐10. By 
contrast,  it has been recently demonstrated  in mice the existence of a thymic pathway of NK 




The  bone  morphogenetic  protein  (BMP)  family,  belonging  to  the  TGFβ  superfamily, 
includes  secreted  signaling proteins  that bind  to a heteromeric  receptor complex commonly 
constituted by the following type I and type II serine‐threonine kinase receptors: type IA BMP 
receptor  (BMPRIA)/ALK‐3,  type  IB  BMP  receptor  (BMPRIB)/ALK‐6,  type  IA  Activin  receptor 
(ActRIA)/ALK‐2,  and  type  II  BMP  receptor  (BMPRII)  15‐17. On  BMP  binding,  type  II  receptors 
phosphorylate  type  I  receptors  that  then  activate  the  BMP  receptor‐regulated  Smads  (BR‐
Smads) by phosphorylation. Subsequently, BR‐Smads bind to the common partner Smad4, and 
the complex translocates  into the nucleus where  it regulates the transcription of BMP target 
genes,  including  Id proteins and Runx transcription  factors 15,18,19. Moreover, the existence of 
numerous  antagonists,  co‐repressors  and  activators  together  with  intracellular  regulators 
makes to BMP signaling be highly regulated 15. 
BMPs were originally described by their capacity to  induce bone and cartilage formation 
20,21. However,  further studies have  revealed a much broader  range of biological activities of 
the  different  components  of  the  BMP  family.  It  is  now  known  that  BMPs  regulate  the 
proliferation, differentiation, chemotaxis and apoptosis of different cell types and are involved 
in many developmental processes,  including  left–right  asymmetry, patterning of  the  central 





participate  in  the  proliferation  and  differentiation  of  human  bone marrow  haematopoietic 














Human  thymus  samples  from  patients  aged  1 month  to  5  years  undergoing  corrective 
cardiac  surgery were  obtained  and  used  according  to  the  guidelines  of  the Medical  Ethics 
Commission  of Madrid‐Montepríncipe  and  12  de  Octubre  hospitals.  Informed  consent was 
provided  according  to  the  Declaration  of  Helsinki.  Thymuses  were  dissected  free  of 
surrounding  connective  tissue  and  then  gently  disrupted  with  a  potter  homogenizer  until 
completely disaggregated. To  isolate different subsets, thymocyte suspensions were enriched 
by using the sheep red blood cell rosetting technique followed by mAb‐coupled magnetic bead 
treatment  (Dynabeads;  Invitrogen)  to  deplete  T  cells,  B  cells,  myeloid  cells,  and  DCs,  as 
described previously 28.   These cell suspensions were used for flow cytometry analysis and to 
sort several thymic populations.   
NK cells were generated  from  thymic precursors cultured  for different  times  in chimeric 
human‐mouse FTOCs or in the presence of SCF (100 ng/mL) and IL‐15 (1‐100 ng/mL). In some 








 PBMCs  from buffy  coats of healthy donors  (Centro de Transfusión de  la Comunidad de 
Madrid, Spain) were prepared by Ficoll‐Paque density gradient  centrifugation. NK cells were 
isolated  by  negative  selection  using  a  NK  cell  isolation  kit  from MACS  (Miltenyi  Biotech, 
Auburn). NK cells were maintained  in culture media supplemented with  IL‐2  (50ng/ml),  IL‐12 




BR‐Smads, and Co‐Smad proteins, as well as  the  type  I BMP  receptors, BMPRIB, and mainly 
BMPRIA.  The  treatment  of  chimeric  human‐mouse  fetal  thymus  organ  cultures with  BMP4 
inhibits  cell  expansion,  arrests  thymocyte  differentiation,  and  leads  to  the  accumulation  of 
human CD34+ precursor cells, as well as an increment of CD56+CD3‐ NK cells in these cultures.  
The  phenotypic  analysis  showed  that  BMPRIA+  precursors mostly  express  the  NK  cell 
lineage–related marker CD161, as well as CD215 and CD122, α and β subunits of IL‐15R, a key 
cytokine in NK cell development 29‐31. The expression of transcription factors such as NFIL3 and 





In  accordance  with  their  phenotypic  characteristics  CD34+CD1a‐BMPRIA+  intrathymic 
precursors mainly  generate NK  cells when  they  are  cocultured with  thymic  stromal  cells  in 
chimeric human‐mouse fetal thymic organ cultures, being these NK cells generated functional 
cells, since  they exhibit cytotoxicity activity and production of  IFNγ. Besides, BMPRIA‐  thymic 
progenitors generate NK cells through a BMPRIA+ intermediate stage, in a differentiation assay 
specific  to  NK  cell  production  in  the  presence  of  SCF  and  IL‐15,  and  BMP4  is  autocrinally 
produced by developing NK  cells  from  the early  steps of  the differentiation process.  In  this 
way, our  results  show  that  the BMP  signaling pathway  functions at  several  stages, and  that 
BMP4  and  IL‐15  cooperate  in  thymic  NK  cell  differentiation.  On  the  one  hand,  the  IL‐15–
induced NK cell differentiation involves the up‐regulation of BMP signaling. On the other hand, 
autocrine BMP signaling can promote the differentiation of thymic NK cells by regulating the 
expression of one of  the  components of  IL‐15  receptor, CD122, as well as  key  transcription 





transcription  factors  are  important  gene  targets  of  BMP  pathway  in  several  cell  types  18,19 
including  human  intrathymic  CD34+  cells.  In  this  way,  the  resulting  population  of  IL‐15–
responsive NK  cell precursors  can be expanded by  IL‐15, whose action  is mediated by BMP 




cells  and  stage  2,  CD34+CD117+CD94‐  pre‐NK  cells)  proceeding  through  NK‐committed  cells 
(stage 3, CD34‐CD117+CD94‐  immature NK cells)  into mature NK cells  (stage 4, CD34‐CD117+/‐
CD94+CD56+ cells) 6.  According to our results from in vitro NK cell differentiation assays and ex 
vivo phenotypic analyses, a similar progression of developmental stages may occur during NK 
cell  differentiation  in  the  human  thymus.  The  intrathymic  subpopulation  of  CD34+BMPRIA+ 
cells  could  be  equivalent  to  CD34+CD117+CD94‐  pre‐NK  cells,  because  they  share  several 
phenotypic features such as the expression of CD117, CD161 or even BMPRIA, as well as the 
ability  to  respond  to  IL‐15  6.  Besides,  both  populations mainly  differentiate  into  NK  cells, 
although  they  can  generate  low  numbers  of  other  cell  types.  Subsequently,  CD34+BMPRIA+ 
precursors give rise to BMPRIA+  immature NK cells which  loose CD34 expression and acquire 




receptors  complete  the  intrathymic  NK  cell  differentiation,  reaching  the  mature  stage  of 
intrathymic NK cells that could be similar to stage 4 from lymph nodes 6.  
The expression of several markers suggests that mature  intrathymic NK cells constitute a 
resident population, mainly  located  in  the medullary  region of  this organ. This  fact  indicates 
that  they  could  have  a  specific  thymic  function.  In  accordance  with  this  hypothesis,  the 
comparative analysis of intrathymic mature NK cells and both subsets of NK cells described in 
peripheral blood  reports  specific phenotypic and  functional  features of  intrathymic NK cells. 
Regarding  to  function,  thymic NK  cells  express  lower  levels  of  granzyme  and  perforin  than 
peripheral  NK  cells  and  in  correlation,  less  cytotoxicity  capacity  after  activation.  Some 
mechanism  such  as  TGFβ,  NKG2A  or  L‐Galectin  expression  could  be  responsible  for  the 
reduced  cytolytic  activity.  However  intrathymic  NK  cells  are  able  to  secrete  increased 
chemokine  amounts,  especially  CXCL10,  XCL1,  CCL2  o  CCL5 when  they  are  stimulated. Our 








that  this  cell  subset  could  play  a  role  in  an  infection  situation.  To  test  this  theory we  are 
currently collaborating with Dra. Correia‐Neves’ lab. Our preliminary results indicate that there 




peripheral T cells  in  infected thymus  is dependent on CXCR3 expression 44, which respond to 
CXCL10, chemokine secreted in high amounts by human intrathymic NK cells after activation.  
In addition we have evaluated the role of BMP signaling  in the peripheral NK cell biology 
and  our  data  show  that  BMP  pathway  is  activated  during  NK  cell  stimulation.  Most 
importantly,  in  sharp contrast  to  the  suppressive effects of  the other members of  the TGFβ 
superfamily such as TGF‐β1 or activin‐A 45, the inhibition of autocrine BMP signaling in NK cells 
reveals a novel autocrine activatory pathway  that confers optimal  functions  to NK cells. The 
blockade of this pathway during the activation of these cells inhibits their IFNγ release as well 
as the secretion of other cytokines and chemokines. Furthermore, in the absence of autocrine 
BMP signaling NK cells capacity  to proliferate  is severely compromised as  is their capacity to 
express phenotypic markers of activation that are known to play important co‐activatory roles, 
their  capacity  to  bi‐directionally  activate  autologous DCs  and  finally  and most  importantly, 
their  capacity  to  kill.  The  sum  of  this  inhibition  could  be  devastating  and  life  threatening. 
Collectively, these findings identify a novel BMP specific auto‐activatory pathway utilized by NK 




2. BMP  signaling positively  regulates  the  intrathymic differentiation of human NK  cells 
and cooperate with IL‐15 in several steps of this process. 
3. NK cells differentiated in human thymus would stay in the organ like a resident NK cell 






4. BMP  signaling confers optimal  IFN‐γ and global cytokine and chemokine production, 
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Optimal Effector Functions in HumanNatural Killer Cells Rely
upon Autocrine Bone Morphogenetic Protein Signaling
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Abstract
Natural killer (NK) cells are critical for innate tumor immunity due to their specialized ability to recognize andkill
neoplastically transformed cells. However, NK cells require a specific set of cytokine-mediated signals to achieve
optimal effector function. Th1-associated cytokines promote effector functions that are inhibited by the prototypic
Th2 cytokine IL4and theTGFb superfamilymembersTGFb1 andactivin-A. Interestingly, the largest subgroupof the
TGFb superfamily are the bonemorphogenetic proteins (BMP), but the effects of BMP signaling on NK cell effector
functions have not been evaluated. Here, we demonstrate that blood-circulating NK cells express type I and II BMP
receptors, BMP-2 and BMP-6 ligands, and phosphorylated isoforms of Smad-1/-5/-8, which mediate BMP family
member signaling. In opposition to the inhibitory effects of TGFb1 or activin-A, autocrine BMP signaling was
supportive to NK cell function. Mechanistic investigations in cytokine and TLR-L–activated NK cells revealed that
BMP signaling optimized IFNg and global cytokine and chemokine production, phenotypic activation and
proliferation, and autologous dendritic cell activation and target cytotoxicity. Collectively, our findings identify
a novel auto-activatory pathway that is essential for optimal NK cell effector function, one that might be
therapeutically manipulated to help eradicate tumors. Cancer Res; 74(18); 5019–31. 2014 AACR.
Introduction
Natural killer (NK) cells are circulating innate immune senti-
nels specialized to recognize and kill tumor and virus-infected
cells (1). Consisting typically of 2% to 5% of peripheral blood
mononuclear cells (PBMC), NK cells represent a significant
component of the human immune repertoire. Historically,
human NK cells have been subdivided into at least two sub-
groups based on their expression of CD16 and CD56 (2). CD56
intermediate(int)/CD16þ NK cells are credited with more imme-
diate cytotoxic capability, whereas the numerically smaller (in
blood) CD56 hi(hi)/CD16 subset is associated with more rapid
IFNg release and proliferation upon activation (3, 4). This early
IFNg production can act in an autocrine fashion to stimulateNK
cells' own effector functions and can also significantly enhance
important dendritic cell (DC) functions such as tumor antigen
processing, presentation, andcross-presentation for the priming
of tumor antigen-specific CD4þ and CD8þ T cells. Nevertheless,
uncontrolled proliferation and/or release of NK cell inflamma-
tory cytokines can result in pathology or cellular transformation
(5, 6). Thus, the immune system has coordinately developed
mechanisms to avoid these potentially life-threatening events
through the release of inflammatory mediators (7).
With relation to NK cells, their effector functions are best
known to be negatively regulated via engagement of inhibitory
receptors with MHC class I proteins or by suppressive cyto-
kines such as IL4 or TGFb1 (8–10). Although it has been known
for some time that exogenous TGFb1 can suppress NK cells
IFNg production, it is only relatively recently that activin-A (a
further TGFb superfamily member) has also been described to
be inhibitory (11). Considering the TGFb superfamily consists
of more than 30members, our understanding of howmembers
other than TGFb1 and activin-A may potentially influence NK
cells' effector functions is very poor. Interestingly, the largest
subset of the TGFb superfamily are the BMPs, yet aside from
our recent report demonstrating a role for autocrine BMP
signaling in human thymic NK cell development (12), the
literature is yet to describe the consequences of BMP signaling
to NK cells' effector functions.
The BMPs signal via type I and II serine/threonine kinase
receptor heterodimers in complex with the bound ligand.
Three type I receptors have been shown to bind BMP ligands,
i.e., BMPRIA (or ALK-3), BMPRIB (or ALK-6), and the activin
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Expression of BMPRIA on human thymic NK cell precursors: role of BMP
signaling in intrathymic NK cell development
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The bone morphogenetic protein (BMP)
signaling pathway regulates survival, pro-
liferation, and differentiation of several
cell types in multiple tissues, including
the thymus. Previous reports have shown
that BMP signaling negatively regulates
T-cell development. Here, we study the
subpopulation of early human intrathy-
mic progenitors expressing the type IA
BMP receptor (BMPRIA) and provide evi-
dence that CD34CD1aBMPRIA precur-
sor cells mostly express surface cell
markers and transcription factors typi-
cally associated with NK cell lineage.
These CD34 cells mostly differentiate
into functional CD56 natural killer (NK)
cells when they are cocultured with thy-
mic stromal cells in chimeric human-
mouse fetal thymic organ cultures and
also in the presence of SCF and IL-15.
Moreover, autocrine BMP signaling can
promote the differentiation of thymic
NK cells by regulating the expression of
key transcription factors required for
NK cell lineage (eg, Id3 and Nfil3) as well
as one of the components of IL-15 recep-
tor, CD122. Subsequently, the resulting
population of IL-15–responsive NK cell
precursors can be expanded by IL-15,
whose action is mediated by BMP signal-
ing during the last steps of thymic NK cell
differentiation. Our results strongly sug-
gest that BMPRIA expression identifies
human thymic NK cell precursors and
that BMP signaling is relevant for NK cell
differentiation in the human thymus.
(Blood. 2012;119(8):1861-1871)
Introduction
Natural killer (NK) cells are CD3CD56 large granular lympho-
cytes that function within the innate immune system to provide
protection against infection and cancer, and they also can produce
cytokines and chemokines to influence the adaptive immune
response.1 NK cells develop from CD34 hematopoietic precursor
cells, and it is generally accepted that bone marrow is the main site
of NK cell development in adult humans.1,2 However, several
reports have shown that hematopoietic precursors and developing
NK cells also can be found in human adult intestine,3 uterus,4,5
liver,6 and secondary lymphoid tissues, such as lymph nodes and
tonsils.7 The thymus also is considered a site of NK cell develop-
ment because mature NK cells and multipotent as well as bipotent
T/NK and NK/dendritic cell (DC) precursors can be isolated from
human postnatal thymus, but a complete pathway of NK cell
differentiation at this site has not been defined in humans.8-11 By
contrast, it has been recently demonstrated in mice the existence of
a thymic pathway of NK cell development characterized by
expression of CD127 and GATA-3.12 Thymic NK cell development
also has been reported to rely on the expression of members of the
inhibitor of differentiation/DNA binding (Id) protein family, such
as Id2 and Id3, the down-regulation of Notch signaling and the
balance between Nfil3/E4bp4 and Bcl11b transcription factors.13-16
The bone morphogenetic protein (BMP) family includes se-
creted signaling proteins that bind to a heteromeric receptor
complex commonly constituted by the following type I and type II
serine-threonine kinase receptors: type IA BMP receptor (BMPRIA)/
ALK-3, type IB BMP receptor (BMPRIB)/ALK-6, type I Activin
receptor (ActRIA)/ALK-2, and type II BMP receptor (BMP-
RII).17-19 On BMP binding, type II receptors phosphorylate type I
receptors that then activate the BMP receptor-regulated Smads
(BR-Smads) by phosphorylation. Subsequently, BR-Smads bind to
the common partner Smad4, and the complex translocates into the
nucleus where it regulates the transcription of BMP target genes,
including Id proteins and Runx transcription factors.18,20,21
It is now known that BMPs are involved in the development of
virtually all organs and the maintenance and renewal of several
adult tissues, such as the hematopoietic and lymphoid tissues.22-26
In the thymus, both cortical and medullary epithelial cells express
BMP receptors and produce BMP2 and BMP4 ligands.27-29 Thymo-
cyte precursors also produce BMP4 and express the type I and type
II BMP receptors as well as the BR-Smads required to initiate the
intracellular signaling.27,28,30 The stimulation of BMP signaling
pathway by treatment with BMP4 of fetal thymic organ cultures
(FTOCs) enhances cell survival; inhibits thymocyte expansion;
and, importantly, prevents differentiation along the T-cell lin-
eage.27-31 On the contrary, the neutralization of the action of
endogenously produced BMPs by treatment with different BMP
inhibitors enhances thymocyte proliferation and promotes the
differentiation of CD4CD8 thymocytes, suggesting that BMP
signaling acts as a negative regulator of T-cell development.26,28,31
Here, we show that the subpopulation of early human intrathy-
mic CD34CD1a progenitor cells expressing BMPRIA contains a
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Introduction
Bone morphogenetic proteins (BMPs) are secreted growth fac-
tors, which form a subgroup of the TGFβ superfamily.1 More 
than 20 BMP family members have already been described. 
They have been classified into several subgroups according to 
their structural similarities, and also include BMP-like molecules 
from various species, including dpp protein from Drosophila 
melanogaster.2,3 BMPs are dimeric proteins which, upon dimeriza-
tion, are secreted and proteolitically cleaved. Once secreted, the 
BMP dimers initiate signaling by binding to a heterotetrameric 
complex constituted by transmembrane receptors, termed type 
I and type II, exhibiting serine/threonine kinase activity. The 
type II receptors are constitutively active kinases, which trans-
phosphorylate type I receptors upon ligand binding. The type 
I receptors activate intracellular substrates by phosphorylation, 
and thus determine the specificity of intracellular signals. The 
main BMP receptors are constituted by the combination of type 
II BMP receptor (BMPRII) and the following type I receptors: 
type IA BMP receptor (BMPRIA)/ALK-3, type IB BMP recep-
tor (BMPRIB)/ALK-6, and type IA Activin receptor (ActRIA)/
ALK-2.3-7 BMP signal transduction to the nucleus is mediated 
by Smad protein family. Specifically, Smad1, Smad5 and Smad8 
(also called BMP receptor-regulated Smads or BR-Smads) are 
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phosphorylated and activated by type I BMP receptors. Once 
phosphorylated, BR-Smads bind to Smad-4 forming a hetero-
meric complex that translocates into the nucleus where it regu-
lates gene expression using different mechanisms.6-8
The Hedgehog (Hh) protein family is a group of secreted inter-
cellular signaling molecules which, in mammals, is composed by 
three proteins: Sonic (Shh), Indian (Ihh) and Desert Hh (Dhh), 
and Shh is the best studied.9,10 Hh proteins undergo extensive 
post-translational modifications before being secreted.11,12 Upon 
secretion, all Hh proteins share a common signaling pathway 
where Patched (Ptc) and Smoothened (Smo) constitute the sur-
face receptor complex. Ptc is the ligand binder, and Smo trans-
duces the signal into the cell. In the absence of ligand, Ptc exerts 
an inhibitory effect on Smo activity that is abrogated after Hh 
binding.9,13,14 The intracellular signaling cascade initiated by Smo 
culminates in the activation of members of the Gli family of zinc 
finger transcription factors, Gli1, Gli2 and Gli3, which regulate 
the transcription of different target genes.15
Although BMP and Hh signaling pathways are known to 
play critical roles in vertebrate and invertebrate embryogenesis, 
determining cell fate and patterning during the development 
of many organs,10,16-20 several studies have demonstrated that 
BMPs and Hh proteins also function in cell fate determination 
of self-renewing tissues in the adult, such as the hematopoietic 
Bone morphogenetic proteins (BMps) play a pivotal role during vertebrate embryogenesis and organogenesis, and have 
also been described to function in regulating cell fate and determination in self-renewing tissues in adults. Recent results 
have demonstrated that the different components of the BMp2/4 signaling pathway are expressed in the human thymus. In 
this study, we provide evidence that BMp4 and IL-7 interplay is important in the maintenance of the human thymic progeni-
tor population. Intrathymic CD34+ cells express BMp receptors (BMpRIA, BMpRIB, ActRIA, BMpRII), signal transduction 
molecules (Smad1, 5, 8 and 4), and produce BMp4. Neutralization of endogenous BMp4 by treatment with the antagonist 
Noggin reduces thymic precursor cell survival, and the addition of exogenous BMp4 decreases their proliferation. the 
treatment of chimeric human-mouse fetal thymus organ cultures with BMp4 inhibits cell expansion, arrests thymocyte 
differentiation, and leads to the accumulation of human CD34+ precursor cells. this effect is mainly attributed to the abil-
ity of BMp4 to counteract the IL-7-induced proliferation and differentiation of CD34+ cells. BMp4 downregulates in the 
precursor cell population the expression of CD127 and inhibits the IL-7-dependent StAt5 phosphorylation. In addition, 
BMp signaling is promoted by IL-7. our results also demonstrate that in thymic progenitors BMps act downstream of Sonic 
Hedgehog, previously described to function as a maintenance factor for human intrathymic CD34+ precursor cells.
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SHORT COMMUNICATION
Autocrine activation of canonical BMP signaling
regulates PD-L1 and PD-L2 expression in human
dendritic cells
Vı´ctor G. Mart´ınez1, Laura Hidalgo1, Jaris Valencia1,
Carmen Herna´ndez-Lo´pez1, Ana Entrena1, Beatriz G. del Amo1,
Agust´ın G. Zapata2, Angeles Vicente1, Rosa Sacedo´n∗1 and Alberto Varas∗1
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Bone morphogenetic proteins (BMPs) are multifunctional growth factors regulating dif-
ferentiation and proliferation in numerous systems including the immune system. Pre-
viously, we described that the BMP signaling pathway is functional in human monocyte-
derived dendritic cells (MoDCs), which were found to express both the specific receptors
and the Smad proteins required for signal transduction. In this study, we provide evi-
dence that human MoDCs produce BMP-4 and that this production is increased over
the maturation process as is BMP signal transduction. When DCs are matured in the
presence of an inhibitor of the BMP pathway, the expression of the maturation markers
PD-L1 and PD-L2 is reduced, while cytokine production is not affected. As a result, these
mature DCs present an augmented ability to stimulate both T cells and NK cells. Even-
tually, the inhibition of BMP signaling during maturation causes a reduced expression of
IRF-1, a transcription factor that positively regulates the expression of PD-L1 and PD-L2.
The present study indicates that the BMP signaling pathway regulates PD-L1 and PD-L2
expression in human MoDCs during the maturation process, probably through the IRF-1
transcription factor, and also points out that the manipulation of BMP signaling might
considerably improve the immunogenicity of MoDCs used in immunotherapy.
Keywords: Bone morphogenetic proteins  Dendritic cells  Dorsomorphin  PD-L1  PD-L2
 Additional supporting information may be found in the online version of this article at thepublisher’s web-site
Introduction
Bone morphogenetic proteins (BMPs) are members of the
TGF-β superfamily [1]. The BMP signaling pathway is initiated
when dimeric ligands associate with type I and type II BMP recep-
tors, which are transmembrane serine/threonine kinases, form-
ing a multimeric receptor-ligand complex. Within this complex,
Correspondence: Dr. Alberto Varas
e-mail: avaras@bio.ucm.es
type I BMP receptors are phosphorylated by ligand-bound type II
BMP receptors and then phosphorylate and activate some com-
ponents of the Smad protein family, Smad1, 5 and 8, called
BMP receptor-regulated Smads (BR-Smads) [1, 2]. Subsequently,
BR-Smads form complexes with the common partner Smad4
and translocate into the nucleus, where they regulate the tran-
scription of BMP target genes, including Id proteins and Runx
∗These authors contributed equally to this work.
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a  b  s  t  r  a  c  t
Wnt5a  is a secreted  pleiotropic  glycoprotein  produced  in an  inflammatory  state by  a wide spectrum  of
ubiquitous  cell  populations.  Recently,  we  demonstrated  that  Wnt5a  skews  the  differentiation  of  human
monocyte  derived  dendritic  cells  (moDCs)  to a  tolerogenic  functional  state.  In  this  study  we  focus  our
interest  on  the role of this  Wnt  ligand  after  DC differentiation,  during  their  maturation  and  function.  We
show  that  the  expression  of  Wnt  receptors  is tightly  regulated  during  the  life  cycle  of  DCs  suggesting  a dif-
ferential  responsiveness  to  Wnt signaling  conditioned  by their  differentiation  stage  and  the  maturational
stimuli.  Furthermore,  we confirm  that  Wnt5a  is  the main  non-canonical  Wnt  protein  expressed  by DCs
and  its production  increases  upon  specific  stimuli.  Exogenous  Wnt5a  improved  the endocytic  capacity  of
immature  DCs  but  it is not  a stimulatory  signal  on its  own,  slightly  affecting  the  maturation  and  function
of  DCs.  However,  knocking  down  Wnt5a  gene  expression  in maturing  DCs  demonstrates  that  DC-derivedL-10
FN-
Wnt5a  is necessary  for normal  IL-12  secretion  and  plays  a positive  role  during  the  development  of  Th1
responses.  Wnt5a  acts both  in  autocrine  and  paracrine  ways.  Thus,  human  naive  CD4+ T cells  express  Wnt
receptors  and,  the  addition  of  Wnt5a  during  CD3/CD28  stimulation  enhances  IL-2  and  IFN-  production.
Taken  together  these  results  suggest  a time-dependent  role  for  Wnt5a  during  inflammatory  responses
conditioned  by the differentiation  stage  of cellular  targets.
©  2014  Elsevier  B.V.  All  rights  reserved.. Introduction
The control of immune system is a delicate and intricate mission
hat requires the integration of the environmental, tissular and sys-
emic signals. The goal of this mission is not merely to determine the
ecision between tolerance or immunogenicity but also the type,
trength and duration of the specific response. In this scenario den-
ritic cells (DCs) are high performers. They are able to amalgamate
athogen and damage signals with specific tissular conditions and
edirect them to lymphocytes. They are key regulators of the differ-
ntiation of effector T cells, directing the immune system toward
Abbreviations: DC, dendritic cell; Fzd, frizzled; GSK3, glycogen synthase kinase
;  iDC, immature DC; LN, lymph node; maDC, mature DC; MFI, mean fluorescence
ntensity; MLR, mixed leukocyte reaction; moDCs, monocyte-derived DCs; pDCs,
lasmacytoid DCs; PI, propidium iodide; qPCR, quantitative PCR; SD, standard devi-
tion; siRNA, small interference RNA; Wnt, wingless-type MMTV integration site.
∗ Corresponding author at: Department of Cell Biology, Faculty of Medicine, Com-
lutense University, Avenida Complutense s/n, Ciudad Universitaria, 28040 Madrid,
pain. Tel.: +34 91 3941401; fax: +34 91 3941396.
E-mail address: rmsacedo@ucm.es (R. Sacedón).
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165-2478/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.tolerance or immunity, adapting decisions to the distinctive fea-
tures of each pathogen and organ [1,2]. This functional versatility
is achieved by the heterogeneity of DC populations that present
specific characteristics depending on their anatomical distribution
and differing between stationary or inflammatory conditions.
DC populations share the capacity to capture, process and
present antigens to T cells but express a myriad of diverse receptors
that direct them to different functional phenotypes. Along their life
cycle, DCs exist in two  general functional states, immature (iDCs)
and mature (maDCs). DCs are short lived and constantly replaced
by the differentiation of tissue resident or blood-born precursors.
There are two bone marrow DC progenitors, common DC  precursors
and monocytes, which colonize the organs where they complete
their last steps of differentiation to iDCs under the influence of par-
ticular environmental cues [3]. iDCs are able to present antigens but
do not express co-stimulatory molecules nor do they secrete pro-
inflammatory cytokines, which are necessary for DC immunogenic
function. Consequently, iDCs are functionally tolerogenic. The tran-
sition to the mature state is triggered by signals derived from tissue
damage or invading pathogens. During maturation, DCs change
their transcription profile and migrate to T cell areas in periph-
eral lymphoid organs, acquiring the capacity to prime T cells and
The Journal of Immunology
Wnt5a Skews Dendritic Cell Differentiation to an
Unconventional Phenotype with Tolerogenic Features
Jaris Valencia,* Carmen Herna´ndez-Lo´pez,* Vı´ctor G. Martı´nez,* Laura Hidalgo,*
Agustı´n G. Zapata,† A´ngeles Vicente,* Alberto Varas,*,1 and Rosa Sacedo´n*,1
Dendritic cells (DCs) are critical regulators of immune responses that integrate signals from the innate and adaptive immune
system and orchestrate T cell responses toward either immunity or tolerance. Growing evidence points to the Wnt signaling
pathway as a pivotal piece in the immune balance and focuses on DCs as a direct target for their immunoregulatory role. Our
results show that the increase in Wnt5a signaling during the differentiation of human DCs from monocytes alters their phenotype
and compromises their subsequent capacity to mature in response to TLR-dependent stimuli. These Wnt5a-DCs produce scant
amounts of IL-12p70 and TNF-a but increased levels of IL-10. Consequently, these Wnt5a-DCs have a reduced capacity to induce
Th1 responses that promote IL-10 secretion by CD4 T cells. Changes in the transcriptional profile of Wnt5a-DCs correlate with
their unconventional phenotype caused presumably by increased IL-6/IL-10 signaling during the process of DC differentiation.
The effect of Wnt5a is not a consequence of b-catenin accumulation but is dependent on noncanonical Ca2+/calmodulin-dependent
protein kinase II/NF-kB signaling. Our results therefore suggest that under high levels of Wnt5a, typical of the inflammatory state
and sepsis, monocytes could differentiate into unconventional DCs with tolerogenic features. The Journal of Immunology, 2011,
187: 000–000.
D
endritic cells (DCs) play a central role orchestrating
adaptive immune responses against pathogens or cancer
while maintaining tolerance to self Ags and innocuous
micro-organisms or molecules. These dual-antagonistic functions
are balanced by a microenvironment that affects developing DCs or
signals received during DC activation. This milieu determines DC
functional diversity and allows the organization of discrete DC
subpopulations into different anatomical compartments, which
present specific immunological requirements, and adaptation of
their activities to the organism’s state (1–3). Recent growing ev-
idence points to Wnt proteins and Wnt signaling components as
important modulators of the immune system that participate in the
balance between tolerance and immunity and reveal DCs as one of
their direct targets (4–6).
Wnt proteins are a large family of secreted proteins widely
expressed during development when they are implicated in an
enormous array of processes (7). In adults, Wnt proteins regulate
stem cell renewal and differentiation and modulate bone remodeling
(8), adipose (9), and tissue homeostasis and hematopoiesis (10), and
Wnt signaling deregulation is associated with cancer (11). Wnt
proteins also have been proposed as endocrine factors involved in
aging (12, 13) and septicemia (14).
To trigger a cellular response, a single Wnt ligand can simulta-
neously activate distinct signaling pathways (15, 16). Ultimate Wnt
signaling output and biological consequences depend on both the
Wnt ligand and the receptor context. Canonical signaling is initiated
through a multimeric cluster of low-density receptor-related protein
5/6 (LRP5/6) and Frizzled (Fzd) receptors that recruit the cyto-
plasmic proteins dishevelled, axin, and glycogen synthase kinase 3
(GSK3) to the membrane. This results in LRP phosphorylation and
disassembly of the b-catenin destruction complex, thus preventing
constitutive phosphorylation of b-catenin by GSK3 and its sub-
sequent proteolytic destruction. Ultimately, b-catenin accumulates
in the nucleus and activates the transcription of Wnt target genes.
In parallel to b-catenin transcriptional activity, canonical signaling
also may influence a wider range of metabolic and signaling path-
ways through its inhibitory effect on GSK3 activity (17). Noncanoni-
cal signaling occurs independently of b-catenin stabilization. Fzd-
activated dishevelled can associate with small GTPases, including
Rac, Cdc42, and Rho. They in turn activate ROCK kinase and JNK,
which remodel the cytoskeleton and promote c-Jun–regulated cell
expression. Fzd–LRP receptor complexes also can signal via G
proteins, which induce Ca2+ flux that activates calcium/calmodulin-
dependent kinase II (CaMKII), protein kinase C (PKC), and sub-
sequently NF-AT. CaMKII can lead to the activation of a nemo-like
kinase, which may interfere with b-catenin transcriptional activity
(15, 16). Different components of the Wnt pathway have immuno-
modulatory properties and are possible targets for therapeutic in-
tervention. GSK3 inhibition has a global anti-inflammatory effect
and negatively affects innate and adaptive immune responses (18,
19). Endothelial cell-derived Wnt proteins activate the b-catenin–
dependent pathway necessary for optimal effector T cell trans-
migration (20), while inflammation makes macrophages sensitive
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The canonical BMP signaling pathway is involved in
human monocyte-derived dendritic cell maturation
Vı´ctor G Martı´nez1, Carmen Herna´ndez-Lo´pez1, Jaris Valencia1, Laura Hidalgo1, Ana Entrena1,
Agustı´n G Zapata2, Angeles Vicente1, Rosa Sacedo´n1,3 and Alberto Varas1,3
Bone morphogenetic proteins (BMPs), members of the transforming growth factor-b superfamily, are multifunctional polypeptides
regulating a broad spectrum of functions in embryonic and adult tissues. Recent reports have demonstrated that BMPs regulate
the survival, proliferation and differentiation of several cell types in the immune system. In this study, we investigate the effects
of BMP signaling activation on the capacity of human dendritic cells (DCs) to stimulate immune responses. Human DCs express
type I and type II BMP receptors (BMPRIA, BMPRIB, type IA activin receptor, BMPRII) and BMP signal transduction molecules
(Smad1, 5, and 8, as well as Smad4). On BMP stimulation, Id1–3 (inhibitor of differentiation 1–3/DNA binding) mRNA
expression is upregulated and this effect can be blocked with the inhibitor dorsomorphin, showing that the canonical BMP signal
transduction pathway is functionally active in DCs. BMP signaling activation promotes the phenotypic maturation of human
DCs by increasing the expression of co-stimulatory molecules and also CD83, programmed cell death ligand 1 (PD-L1) and PD-
L2, and stimulates cytokine secretion, mainly interleukin-8 and tumor necrosis factor-a. Accordingly, BMP-treated DCs exhibit
an enhanced T-cell stimulatory capacity. BMP signaling also enhances the survival of human DCs increasing the Bcl-2/Bax ratio.
Finally, the expression of Runx transcription factors is increased in mature DCs, and the mRNA levels of Runx1–3 are
upregulated in response to BMP stimulation, indicating that Runx transcription factor family may mediate the effects of BMP
signaling in human DC maturation.
Immunology and Cell Biology (2011) 89, 610–618; doi:10.1038/icb.2010.135; published online 23 November 2010
Keywords: bone morphogenetic proteins; dendritic cells; dorsomorphin; Id proteins; Runx proteins
Bone morphogenetic proteins (BMPs) constitute a large subgroup of
secreted signaling proteins that belong to the transforming growth
factor (TGF)-b superfamily.1 BMPs are synthesized as large precursor
molecules, which are proteolytically cleaved to release the mature
proteins. The active forms usually consist of homodimers that can
initiate signaling by binding to heteromeric complexes constituted by
transmembrane receptors, termed type I and type II, exhibiting serine/
threonine kinase activity. The type II BMP receptor (BMPRII)
combined with one of the following type I receptors: type IA BMP
receptor (BMPRIA)/ALK-3, type IB BMP receptor (BMPRIB)/ALK-6
and type IA activin receptor (ActRIA)/ALK-2, are the most common
components of BMP receptors. The constitutively active type II
receptors phosphorylate type I receptors on ligand binding, and the
activated type I receptors subsequently phosphorylate downstream
targets of at least two signaling cascades.1–3 The canonical BMP
signaling pathway involves the Smad protein family. Specifically, the
BMP receptor-regulated Smads (BR-Smads), Smad1, Smad5 and
Smad8, are phosphorylated and activated by type I BMP receptors.
Once phosphorylated, BR-Smads dissociate from the receptors, form
complexes with Smad4, translocate into the nucleus, bind to BMP
responsive elements and function as transcriptional co-modulators to
induce or repress BMP target gene expression.1,2 The members of the
Id (inhibitor of differentiation/DNA binding) protein family, a class of
helix–loop–helix proteins, have been shown to be important targets
for BMP signaling.1,4 In addition to the canonical Smad-dependent
signaling pathway, the activated receptor complexes may initiate a
non-canonical Smad-independent pathway leading to activation of
p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK).1,3
BMPs were originally identified as growth and differentiation
factors for osteogenic cells,5 and are now considered as multifunc-
tional polypeptides.6 BMPs have key roles in the development of many
organs and also function in adult tissues.1,3,7,8 In the immune system,
BMP6 inhibits the proliferation of human B cell progenitors as well as
mature B cells through the Smad-dependent pathway.9,10 Likewise,
different members of BMP family have been demonstrated to have
anti-proliferative and pro-apoptotic effects in multiple myeloma
cells.11,12 We and others have shown that BMP2, BMP4 and
BMP7 are the main ligands expressed in the human and murine
thymus.13–15 BMP4 enhances the survival of thymocyte precursors
and inhibits their proliferation.15,16 Also, BMP4 arrests early T-cell
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 The CXCL12/CXCR4 Pair in Aged
Human Thymus 
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 Introduction 
 Chemokines are small, soluble proteins (about 10 
kDa) capable to produce a chemotactic cellular response. 
The chemokine family, which approximately comprises 
50 members and 25 receptors, has been divided into four 
groups based on the position of the four conserved cys-
teine residues in the N-terminal region. With a few ex-
ceptions, CC chemokines bind to CC receptors, whereas 
CXC chemokines activate CXC receptors. Chemokine 
receptors belong to the family of G-protein-coupled re-
ceptors that activate adenylate-cyclase, phospholipases, 
GTPases (Rho, Rac, Cdc42) and major kinases (MAPK, 
PI3K)  [1] .
 CXCL12 is an important member of the CXC subfam-
ily that was firstly isolated from a murine bone marrow 
stroma cell line and has pleiotropic effects on the lym-
pho-hematopoietic system as well as on the nervous sys-
tem. CXCL12 was initially reported as a highly effective 
chemoattractant for lymphocytes and monocytes but 
not for neutrophils. Later it was recognized for regulat-
ing mature T and B lymphocyte survival and the gen-
eration of memory T cells  [2] . In addition, CXCL12 and 
its receptor CXCR4 are key factors to regulate homing/
mobilization of hematopoietic stem cells between bone 
marrow and peripheral blood, a process that undergoes 
catecholamine-mediated circadian variations  [3] . On the 
 Key Words 
 Chemokines   CXCL12/CXCR4   Human thymus   Aging   
T cell maturation 
 Abstract 
 CXCL12 is an important CXC chemokine involved in numer-
ous biological processes. We had previously demonstrated 
the synergistic participation of CXCL12 and IL-7 in the control 
of both survival and proliferation of CD34 + human thymic 
lymphoid progenitors. On this basis, we hypothesize a pre-
sumptive role for CXCL12 and its receptor, CXCR4, in the thy-
mus involution. In this respect, in the current report we de-
scribe the expression of both molecules in the human thy-
mus during aging. Our results demonstrate that, despite the 
profound alterations observed in the thymic epithelial mi-
croenvironment of aged thymuses, the proportions of dif-
ferent CD4/CD8 thymocyte subsets do not undergo signifi-
cant variations. Remarkably, a strong CXCL12 expression was 
found in older thymuses, which appeared in the same loca-
tions as in younger thymuses: the subcapsulary and medul-
lary areas. The proportions of CXCR4 + cells, most of them 
belonging to the CD3 – compartment, showed no important 
variations in the older thymuses. However, within the CD34 + 
cell population, a significant reduction in the expression of 
CXCR4 molecules was observed. 
 Copyright © 2010 S. Karger AG, Basel 
 Published online: February 4, 2010 
 Carmen Hernández-López 
 Center for Cytometry and Microscopy 
 Complutense University of Madrid 
 ES–28040 Madrid (Spain) 
 Tel. +34 913 944 938, Fax +34 913 944 191, E-Mail carmenh  @  bio.ucm.es 
 © 2010 S. Karger AG, Basel
1021–7401/10/0173–0217$26.00/0 








































Transient -catenin stabilization modifies
lineage output from human thymic
CD34CD1a– progenitors
Jaris Valencia,* Carmen Herna´ndez-Lo´pez,* Vı´ctor G. Martı´nez,* Laura Hidalgo,*
Agustı´n G. Zapata,† A´ngeles Vicente,* Alberto Varas,*,1 and Rosa Sacedo´n*,1,2
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ABSTRACT
Increasing evidence includes Wnt proteins inside the
group of master-signaling pathways that govern im-
mune and nonimmune differentiation systems, funda-
mental for normal development and homeostasis. Al-
though their precise functions in bone marrow and thy-
mus are still controversial, numerous studies have
shown that Wnt signaling is able to control the prolifera-
tion of hematopoietic stem cells and thymic progenitors
and might also affect their cell-fate decisions and sub-
sequent maturation. In the present work, we analyze
the effect of transient stimulation of the canonical Wnt
pathway in the differentiation potential of Lin–CD34
CD1a– human thymic progenitors, a multipotent and
heterogeneous cell population that has the capacity to
develop into T cells, NK cells, monocytes, cDC, and
pDC. Our results demonstrate that giving a boost to ca-
nonical Wnt signaling, triggered by transient exposure
to Wnt3a or LiCl, the differentiation capacity of thymic
progenitors changes, enhancing NK cell production. On
the contrary, Wnt3a- or LiCl-pretreated thymic progeni-
tors generate a significantly lower number of myeloid
lineage cells, monocytes, and cDC and exhibit a re-
duced capacity to differentiate into pDC lineage. As a
possible mechanism for this effect, we show that
Wnt3a- and LiCl-pretreated progenitors change their
membrane levels of receptors for cytokines pivotal for
their expansion and differentiation, such as Flt3L. More-
over, canonical Wnt pathway stimulation modifies the
transcription factor profile of CD34CD1– thymocytes,
increasing Hes-1 and ID3 expression levels. J. Leukoc.
Biol. 87: 405–414; 2010.
Introduction
As reported for other families of morphogens described in the
thymus [1], besides being key in the bone marrow, Wnt pro-
teins direct fundamental events during development and tissue
renewal, proving the existence of common, basic rules that
govern differentiation systems in the embryo and adult organ-
ism [2–5]. Wnt signaling pathway is part of the intricate signal-
ing network involved in directing expansion and differentia-
tion of cell progenitors in the thymus [6].
Wnt proteins bind to Fzd receptors that interact with a core-
ceptor, LPR5 or LPR6 [3]. The Wnt-Fzd-LPR multiprotein com-
plex initiates three possible downstream signaling pathways that
can exhibit antagonistic interactions: the canonical Wnt/-cate-
nin pathway and two noncanonical Wnt pathways such as Wnt/
Ca2 and RhoA/c-JNK signaling cascades. Wnt signaling output
depends on the initial Wnt receptor complex formed, intermedi-
ate signaling components, and target cell [7]. The canonical Wnt
pathway leads to activation of Dishevelled-1 proteins, which with-
hold the GSK-3 activity. In the absence of GSK-3 activity,
-catenin is not phosphorylated, and therefore, its ubiquitination
and subsequent proteasome degradation are impeded. As -cate-
nin is synthesized continuously, stabilized -catenin accumulates
in the cytosol and translocates to the nucleus, where it interacts
with and coactivates members of the LEF/TCF transcription fac-
tor family, leading to the activation of target gene expression [5].
Indeed, these transcriptions factors act as repressors until they
are turned on by -catenin.
Different experimental approaches have been attempted to
elucidate the role of canonical Wnt signaling during T cell differ-
entiation. However, results obtained after deletion of -catenin
and/or -catenin in HSC, showing that there are no alterations
in thymic populations [8–10], are in conflict with the profound
changes observed in hematopoiesis and T cell development after
constitutive -catenin stabilization in HSC [8–12] or CD4–CD8–
DN thymocytes [13, 14]. The analysis of TCF-1 and Lef-1 knock-
1. These authors contributed equally to this work.
2. Correspondence: Department of Cell Biology, Faculty of Medicine, Com-
plutense University, Avenida Complutense s/n, Ciudad Universitaria,
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Abbreviations: cDCconventional dendritic cell(s), Dkk1Dickkopf ho-
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Flt3Lfetal liver tyrosine kinase 3 ligand, FTOCfetal thymic organ cul-
ture(s), FzdFrizzled, GNB2L1guanine nucleotide-binding protein (G pro-
tein), -polypeptide 2-like 1, GSK-3glycogen synthase kinase-3, Hes-
1homeobox gene in embryonic stem cell 1, HSChematopoietic stem
cell(s), ID2/3inhibitor of DNA binding 2/3, LEFlymphoid enhancer
factor, LiCllithium chloride, LPRlipoprotein-related protein,
pDCplasmacytoid dendritic cell(s), PIpropidium iodide, SCFstem
cell factor, TCFT cell factor
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a b s t r a c t
CXCL12, a member of the chemokine CXC subfamily, and its physiologic receptor CXCR4 are essential
for the development of various organs during embryonic development and are also involved in the
control of cell survival, proliferation and migration in adult tissues. In the human thymus, CXCL12 is
produced by epithelial cells located in the subcapsular and medullary regions and CXCR4 is expressed
in different thymocyte subpopulations. Several results have demonstrated that CXCL12/CXCR4 signaling
participates in different intrathymic processes including the control of human precursor cell survival and
proliferation, and the exit of mature thymocytes to the periphery. In this study, we show that CXCL12hymic dendritic cells
XCL12
urvival
is also produced by human thymic dendritic cells (DCs), most of which express CXCR4 receptor. The
addition of exogenous CXCL12 significantly inhibited the serum depletion-induced apoptosis in thymic
DCs, and the treatment with neutralizing antibodies against CXCL12 or CXCR4 decreased their survival.
The survival-promoting effect of CXCL12 was mediated by the up-regulation of Bcl-2 protein expression
and the concomitant down-regulation of Bax protein expression. The higher viability of thymic DCs also
enhanced their allostimulatory capacity. Taken together, the results suggest a new function of CXCL12 in















CXCL12 (stromal cell-derived factor1/SDF-1) is aCXCchemokine
onstitutively expressed by most tissues, in contrast to the
ajority of the other chemokines that are usually induced by pro-
nflammatory cytokines [1,2]. Two isoforms, SDF-1 and SDF-1,
re generated from the CXCL12/SDF-1 gene by alternative splic-
ng, and SDF-1 represents the predominant isoform [3,4]. CXCL12
as initially identified as a pre-B cell growth factor and was later
emonstrated to play critical roles in organogenesis aswell as hom-
ng/mobilization, survival, proliferation and activation of different
ypes of normal and malignant cells [1,5–10]. CXCR4, the receptor
or CXCL12, is a G-protein-coupled 7-transmembrane receptor that
lso functions as a coreceptor for the entry of T-tropic strains of
uman immunodeficiency virus 1 into CD4+ cells [11–13].
Accumulating evidence suggests that CXCL12 and its receptor
XCR4 may play an important role in intrathymic T-cell differ-
ntiation in both humans and mice: CXCL12 mRNA and protein
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re abundantly expressed in fetal and adult thymus [14–19];
XCR4 is highly expressed on intrathymic progenitor cells and to
lesser extent on immature CD4+ CD8− and CD4+ CD8+ thymo-
ytes [15–17,20]; CXCL12 functions as a chemotactic factor to direct
he migration of early thymic precursor cells from the cortico-
edullary border to the cortex [16], as well as the movement of
mmature CD4+ CD8+ through the thymic cortical area [21], and
lso functions as a fugetactic factor to regulate mature thymo-
yte emigration to periphery [22,23]; CXCL12/CXCR4 signaling is
equired for the survival of human CD34+ intrathymic precursor
ells and partially mediates the effects of IL-7 on the expansion
nd differentiation of human early thymocytes [15]; the blockade
f CXCL12/CXCR4 signaling pathway, using different mutant and
himeric mice, results in reduced numbers of thymocytes and an
rrest in thymocyte maturation [16,24–26]. However, nothing has
een reported about a possible role for CXCL12/CXCR4 signaling in
he function of thymic dendritic cells (DCs). Thymic DCs are pro-
essional antigen-presenting cells that are mostly located in the
ortico-medullary border and themedulla [27,28]. Theirmain func-
ion is to present self-antigens and induce negative selection of
otential auto-reactive T-cell clones [29,30].We report in this study
hat thymic DCs express CXCR4 and produce CXCL12. In addition,
Survival and function of human thymic dendritic cells are
dependent on autocrine Hedgehog signaling
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Abstract: The Hedgehog (Hh) family of signaling
molecules functions in the development of numer-
ous tissues during embryogenesis and has also been
involved in adult self-renewing tissues. Recent re-
sults have demonstrated that the different compo-
nents of the Hh signaling pathway are expressed in
the human thymus. In this study, we investigate
whether thymic dendritic cells (DCs) are cell tar-
gets for Hh signaling. Both components of the Hh
receptor, Patched and Smoothened, as well as
other Hh-binding proteins with modulating func-
tions, are expressed by human thymic DCs. The
expression of Gli1, Gli2, and Gli3 transcription
factors suggests that the Hh signaling pathway is
active in thymic DCs, and approximately one-half
of thymic DCs produces Sonic Hh (Shh). The cul-
ture of thymic DCs with Shh protects them from
apoptosis [similarly to CD40 ligand (CD40L)], and
these antiapoptotic effects are related to an up-
regulation of Bcl-2 and Bcl-XL protein expression.
The addition of the Hh pathway inhibitor, cyclo-
pamine, decreases DC viability and impairs their
allostimulatory function in vitro. In addition, the
blockade of the Hh signaling pathway by cyclopam-
ine treatment abrogates the up-regulation of HLA-
DR, CD86, CD80, and CD83 expression induced
by CD40L on thymic DCs. Finally, we also show
that after activation with CD40L thymic DCs down-
regulate the expression of Hh receptor compo-
nents as well as Shh production. Taken together,
these results suggest that the survival and function
of thymic DCs are regulated by an autocrine Hh
signaling. J. Leukoc. Biol. 83: 1476–1483; 2008.
Key Words: thymus  cyclopamine  Patched  Smoothened
INTRODUCTION
The Hedgehog (Hh) signaling pathway plays critical roles in
vertebrate and invertebrate embryogenesis, determining cell
fate and patterning during the development of many organs, as
well as regulating survival and proliferation of a number of
different cell types [1, 2]. The importance of this pathway is
emphasized by the fact that mutations leading to an aberrant
Hh pathway can result in severe developmental defects and
cancers in humans [3–6]. In mammals, three proteins have
been described to compose the Hh family: Sonic (Shh), Indian
(Ihh), and Desert Hh (Dhh), and Shh is the best studied [1, 7].
Hh proteins undergo extensive post-translational modifications
before being secreted, and Hh signaling is initiated by binding
of Hh proteins to the 12-span transmembrane receptor Patched
(Ptc), which in the absence of ligand, represses signaling by
inhibiting the seven-transmembrane protein Smoothened
(Smo). Upon ligand binding, the repressive activity of Ptc is
abrogated, allowing Smo to transduce the signal toward the
nucleus by a complex mechanism [7–9]. At the end of the Hh
signaling pathway are the members of the Gli family of tran-
scription factors, Gli1, Gli2, and Gli3. The specific functions of
the Gli proteins are still poorly understood, although all of the
activities demonstrated for Gli1 are positive, whereas Gli2 and
Gli3 mainly function as positive and negative transcriptional
regulators, respectively [10–12].
The different components of the Hh signaling pathway have
been described to be expressed in the thymus [13–15] and to
play an important role regulating the proliferation and differ-
entiation of thymocyte precursors [13, 14, 16–19]. In humans,
the three mammalian Hh proteins are produced by thymic
epithelial cells. Shh-producing epithelial cells are restricted to
the thymic subcapsula and medulla, and Ihh- and Dhh-ex-
pressing epithelial cells appear distributed throughout the
thymic parenchyma. The requisite Hh receptors, Ptc and Smo,
are expressed mainly by immature thymocytes and also by
thymic epithelial cells located in the cortex and medulla. The
Gli transcription factors are differentially expressed by the
different thymic cell subpopulations [15]. The culture of
CD34 T cell precursors in the presence of recombinant Shh
protein induces their survival. It also inhibits their IL-7-
mediated proliferation and differentiation by down-regulating
CD127/IL-7R expression and inhibiting IL-7-dependent
STAT5 phosphorylation, indicating that Shh contributes to
maintain the intrathymic progenitor cell population [17]. How-
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